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VIRUS MSRV-1 ET AGENT PATHOGENE ET/OU INFECTANT MSRV-2 ASSOCIES A LA POLYARTHRTTE 
RHUMATOIDE. 



(§7) L'lnventfon conceme Tutflisatlon d'un materiel viral, & 
rStat purtfle ou Isold, possddant une activity transcriptase 
inverse, apparent^ & une famllle d'6l6mente retro viraux en- 
dogdnes, et/ou d'un agent pathogens et/ou infectant, k 
Fetat purifle ou Isole, different du materiel viral prectte, cha- 
cun slant issu d'une souche vlrale possedant une activite 
transcriptase inverse, choisie parml las souches denom- 
mees rospectrvement POL-2, deposee le 22.07.1992 au- 
pres de I'bCACC sous le numero d'acces V92072202, et 
MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le 
numero d'acces V93010816, et parml leurs souches va- 
rlantes consistant en des virus comprenant au molns un 
antigens qui est reconnu par au molns un anticorps dlrlge 
contra au moins un antigens correspondant de Tun ou I'au- 
tre des virus des souches vi rales POL-2 et MS7PG precl- 
tees, pour obtenlr une composition diagnostique, prophy- 
lactique ou therapeutlque pour detecter, prevenir ou tnaiter 
trie infection par led ft materiel viral etfou led it agent patho- 
gene et/ou infectieux, associes & la pofyarthrtte muma- 
toTde. 
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La polyarthrite rhumatoXde (PR) est: le plus 
frequent des rhumatismes inf lammatoires humains et sa 
prevalence est part i cull Bremen t 61ev6e : 3% (11 • Le 
diagnostic en est: malais6 & son debut : son h£t6rog£n6it6 
5 clinique ainsi que les symptdmes extra-articulaires 
associgs & des anomalies immunologiques parfois 
importantes , viennent compliquer le tableau* II s'agit 
d'une maladie d'6tiologie encore inconnue qui est class6e 
dans la catfigorie des maladies "auto immune s M du fait de 

10 1* existence de reactions immunologiques exacerbSes contre 
des auto-ant igdnes. 

Une etiologie virale et/ou bact&rienne de la PR a 
6t6 rfigulidrement invoqu6e mais la recherche d*un agent 
causal de la PR n'a pas about i & ce jour (2). 

IS Les concepts d&finissant la PR comme une maladie 

auto-immune et ceux qui 6tayent une hypothdse Stiologique 
virale, voire bact€rienne, peuvent maintenant se rejoindre 
dans la comprehension des difffirents m6canismes par 
lesquels un micro-organisme peut induire une reaction 

20 auto-immune chez l'hote infecte, comme cela a ete decrit 
par Fujinami R.S. et Oldstone M.B.A. (3). Des molecules 
d'origine bact6rienne ou virale, voire r6trovirale 
endogdne, sont connues pour posseder des propri£t6s dites 
superantig£niques (4,5). Leurs proprietes particulidres de 

25 stimulation directe des lymphocytes T, spScifiques 
d'antigdnes diffferents, par liaison avec la region V/j de 
certains rScepteurs "T", ont fait fivoquer l'hypothdse que 
de telles molecules soient intimement associ6es au 
processus 6tiopathog€nique des pathologies autoimmunes 

30 (6) . Pourtant, aucun agent pathogdne specif ique, bact£rien 
ou viral, et 6ventuellement producteur de superantigdne, 
n'a encore 6t6 clairement associe a la polyarthrite 
rhumatoXde. 

Les travaux de la Demanderesse, dans la recherche 
35 d'une 6tiologie de la PR l'ont conduite aujourd'hui & la 
dfecouverte de l 1 existence de deux agents pathologiques 
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et/ou infectants, associes, independamment ou ensemble, 
aux etats pathologiques de la PR. 

Les techniques de culture et de detection de 
materiel retroviral mises en oeuvre dans les travaux 
5 realises par la Demanderesse sur un agent associe Sl la 
sclerose en plaques (SEP) et deer its dans les demandes de 
brevet frangais 92 04322 , 92 13447 , 92 13443, 92 01529, 
94 01530, 94 01531, 94 01532 et dans la publication de H. 
PERRON et coll. (7) (dont le contenu est incorpore par 

10 reference £ la presente description) , ont perm is de mettre 
en evidence, de maniere total ement inattendue, 1 1 identite 
entre des agents associes £ la SEP et ceux qui font 
I'objet de la presente invention, associes a la PR. 

Etant donne que, dans la PR, le processus a lieu 

15 au niveau de 1 ' articulation et implique plus 
particulidrement la synovia le, on a realise des cultures 
de cellules d£riv6es de liquide synovial ponctionne dans 
des articulations affectees de patients atteints de PR. A 
partir d'une telle culture, on a pu obtenir des cellules 

20 de type fibroblast ique qui ont prolifere in vitro, 
permettant ainsi de realiser quelques passages. Les 
milieux de culture correspondants ont ete utilises pour 
une recherche d' activite transcriptase inverse associee k 
des particules infectantes concentres par 

25 ultracentrifugation puis purifiees sur gradient 
isopyenique. L f utilisation des conditions de detection 
mises au point pour la souche LM7 issue de SEP (7), a 
perm is de detecter une activite transcriptase inverse 
significative dans quelques fractions individualists d'un 

30 tel gradient. Par la suite, 1 'analyse des sequences 
nucieiques amplifies dans ces fractions par la technique 
PGR (Polymerase Chain Reaction) , avec des amorces 
d6g6n6r6es analogues aux sequences consensus des enzymes & 
activite transcriptase inverse (8) a r6v616 la presence de 

35 sequences signif icatives identiques aux sequences des 
agents pathogdnes et/ou infectieux MSRV1 et MSRV2, 
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pr6c6demment identifies dans les cultures issues de cas 
de sclerose en plaques. 

Ainsi, les diffferents objets de la pr£sente 
invention sont les suivants: 
5 i) l 1 utilisation d'un materiel viral, & l*6tat 

purifi6 ou isol6, possSdant une activity transcriptase 
inverse, apparent^ 3l une famille d'&l&roents rfetroviraux 
endogdnes, issu d'une souche virale poss€dant une activity 
transcriptase inverse, choisie parmi les souches d6nomm£es 

10 respect ivement POL-2, depos6e le 22.07.1992 auprds de 
l'ECACC sous le numfero d'acc&s V92072202, et MS7PG d£pos£e 
le 08.01.93 auprds de l'ECACC sous le num&ro d'accds 
V93010816, et parmi leurs souches variantes, les souches 
variantes consistant en des virus comprenant au mo ins un 

15 antigdne qui est reconnu par au moins un anticorps dirig6 
contre au moins un antig&ne correspondant de l'un -ou 
1* autre des virus des souches virales POL-2 et MS7PG 
pr6cit6es, pour obtenir une composition diagnostique, 
prophylactique ou th&rapeutique pour dfetecter, prfevenir ou 

20 traiter une infection par ledit materiel viral ou une 
reactivation dudit materiel viral, associ£ Sl la 
polyarthrite rhumatolde, 

ii) l'utilisation d'un materiel viral, a I'fitat 
purifife ou isol6, poss&dant une activity transcriptase 

25 inverse, apparent^ a une famille d'fel&ments rStroviraux 
endogdnes, produit par une lignSe cellulaire choisie parmi 
les lignfies d£nomm6es respect ivement PLI-2 d£pos6e le 
22.07.1992 aupr&s de l'ECACC sous le numSro d'accds 
92072201, et LM7PC d6pos£e le 08.01.93 auprds de l'ECACC 

30 sous le num6ro d'accds 93010817, ou par toute culture 
cellulaire infect6e susceptible de produire un virus 
comprenant au moins un antigSne qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirig£ contre au moins un antig&ne 
correspondant de l'un ou 1' autre des virus produits par 

35 les lignges PLI-2 et LM7PC precitees, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou th€rapeutique 
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pour d6 teeter, prfevenir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral ou une reactivation dudit materiel viral, 
associe & la polyarthrite rhumatoide, 

iii) 1 • utilisation d'un materiel viral dont le 
5 genome comprend une sequence nucieotidique choisie parmi 

SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03, SEQ ID N04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 leurs 
s6quences compl6mentaires, et leurs sequences 

10 6quivalentes , notamment les sequences nucieotidiques 
pr6sentant, pour toute suite de 100 monomer es contigus, au 
mo ins 50 % et pr6f 6rentiellement au moins 70 % d v homologie 
avec une sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

15 SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, SEQ ID N09, 

SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N04 3 et leurs sequences 
compiementaires, pour obtenir une composition 

diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour 
d6 teeter, prfevenir ou traiter une infection par ledit 

20 materiel viral ou une reactivation dudit materiel viral, 
associe £ la polyarthrite rhumatoide, 

iv) 1 •utilisation d'un materiel retroviral, dont 
le gene pol de son genome comprend une sequence 
nuc!6otidique equivalente, et notamment presentant au 

25 moins 50% d 1 homologie, de preference au moins 65% 
d f homologie, avec une sequence nucl6otidique appartenant 
au gdne pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour 
obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
th6rapeutique, pour detecter, pr6venir ou traiter une 

30 infection par ledit materiel viral ou une reactivation 
dudit materiel viral, associe a la polyarthrite 
rhumatoide, 

v) 1 •utilisation d # un materiel retroviral dont le 
gdne pol de son genome code pour une sequence peptidique 

35 presentant au moins 50%, et de preference au moins 70% 
d* homologie avec une sequence peptidique codee par le gdne 
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pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir 
une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, pour de teeter, pr6venir ou traiter une 
infection par ledit materiel viral ou une reactivation 
5 dudit materiel viral, associe & la polyarthrite 
rhumatoide, 

vi) 1* utilisation d'un materiel retroviral dont 
le g&ne pol de son genome code pour une sequence 
peptidique presentant, pour toute suite contigue d'au 

10 moins 30 acides amines, au mo ins 50% et de preference au 
mo ins 70% d'homologie avec une sequence peptidique cod&e 
par une sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, 

15 SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et leurs sequences 
complement a ires, pour obtenir une composition 

diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour 
detecter, prevenir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral ou une reactivation dudit materiel viral, 

20 associe & la polyarthrite rhumatoide, 

vii) 1 •utilisation d'un fragment nucieotidique, 
dont la sequence nucieotidique comprend une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

25 SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, SEQ ID N039, 

SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences compiementaires, 
et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucieotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomdres contigus, au moins 50%, et de preference au 

30 moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 
SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08 , 

SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs 
sequences compiementaires, pour obtenir une composition 

35 diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour 
d6 teeter, pr6venir ou traiter une infection par ledit 
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materiel viral ou une reactivation dud it materiel viral , 
assocife & la polyarthrite rhumatoide, 

viii) 1 'utilisation d'une amorce spfecifique 
comprenant une sequence nuclfeotidique identique ou 

5 fequivalente & au mo ins une partie de la sequence 
nuclfeotidique d'un fragment dfefini en vii) , notamment une 
sequence nuclfeotidique present ant, pour toute suite de 10 
monomferes contigus, au moins 70% d'homologie avec au mo ins 
une partie dudit fragment, pour 1 'amplification par 

10 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral 
assocife a la polyarthrite rhumatoide ; selon une 
utilisation prfef ferentielle, 1" amorce comprend une sequence 
nuclfeotidique choisie parmi SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, 

15 SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, 
SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, 
SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs sequences 
complement a ires , 

ix) 1* utilisation d'une sonde comprenant une 
20 sfequence nuclfeotidique identique ou fequivalente a au moins 

une partie de la sfequence nuclfeotidique d'un fragment 
dfef ini en vii) , notamment une sequence nuclfeotidique 
prfesentant, pour toute suite de 10 monomSres contigus, au 
moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit 

25 fragment pour obtenir une composition pour dfetecter, 
sfeparer, ou identifier, dans un echantillon biologique, un 
matferiel viral ou une reactivation dudit matferiel viral, 
assocife & la polyarthrite rhumatoide ; selon une 
utilisation prfef ferentielle, la sonde comprend une sequence 

30 nuclfeotidique choisie parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N016, 

SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, 
SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, 
SEQ ID N025, SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, 

35 SEQ ID N033, SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et 
leurs sequences complfementaires, 
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x) 1' utilisation d'un agent pathog&ne et/ou 
infect ant, a l'etat purifie ou isole, different du 
materiel viral defini a l'un quelconque des points i) a 
vi) , issu d'une souche virale choisie parmi les souches 

5 d6nomm6es respect ivement POL-2 , deposee le 22.07.1992 
aupr&s de l'ECACC sous le numero d'accfes V9 2 07 2 2 02 et 
MS7PG d6pos6e le 08.01.93 auprds de l'ECACC sous le numfiro 
d'acc&s V9 3 0108 16, et parmi leurs souches variantes, 
consistant en des agents pathogenes et/ou infectants 

10 comprenant au moins un antigfene qui est reconnu par au 
mo ins un anticorps dirige contre au moins un antigdne 
correspondant de 1 * un ou 1 • autre des agents pathogenes 
et/ou infectants des souches virales POL-2 et MS7PG 
pr6cit6es, respect ivement diff§rents de l'un ou 1' autre 

15 materiel retroviral desdites souches, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, 
pour d€tecter, prevenir ou traiter une infection par ledit 
agent pathogdne et/ou infectant ou une reactivation dudit 
agent pathogdne et/ou infectant, associe a la polyarthrite 

20 rhumatoXde, 

xi) 1 'utilisation d'un agent pathogSne et/ou 
infectant, & l'6tat purifie ou isole, different du 
materiel viral d6fini h. l'un quelconque des points i) & 
vi) , produit par une lign6e cellulaire choisie parmi les 

25 lignees denommees respectivement PLI-2 deposee le 
22.07.1992 aupr&s de l'ECACC sous le numero d'acc^s 
92072201 et LM7PC deposee le 08.01.9 3 auprds de l'ECACC 
sous le numero d'accSs 93010817, et par toutes cultures 
cellulaires infectees susceptibles de produire au moins 

30 l f un ou l 1 autre des agents pathogenes et/ou infectants, 
et/ou leurs variants, ou par toute culture cellulaire 
infectee susceptible de produire un agent pathogfine et/ou 
infectant comprenant au moins un antigSne qui est reconnu 
par au moins un anticorps dirig6 contre au moins un 

35 antigSne correspondant de l'un ou 1' autre des agents 
pathogenes et/ou infectants produits par les lignees PLI-2 
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et LM7PC pr£citees, pour obtenir une composition 
diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour 
de teeter, pr6venir ou traiter une infection par ledit 
agent pathogdne et/ou infectant ou une reactivation dudit 
5 agent pathogSne et/ou infectant, associe Sl la polyarthrite 
rhumatolde, 

xii) 1 'utilisation d'un agent pathog&ne et/ou 
infectant comprenant un acide nucieique comprenant une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 

10 SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences compleraentaires , 
et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucieotidiques, presentant au moins 70% et 
pr6f 6rentiellement au moins 90% d^omologie avec une 
sequence nucleotidique comprenant une sequence choisie 

15 parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, 
SEQ ID N041, et leurs sequences compiementaires, pour 
obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, pour d€ teeter, proven ir ou traiter une 
infection par ledit agent pathogene et/ou infectant ou une 

20 reactivation dudit agent pathogdne et/ou infectant, 
associe & la polyarthrite rhumatolde , 

xiii) 1" utilisation d*un fragment nucleotidique, 
comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, 

25 SEQ ID N041, leurs sequences compl6mentaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucl6otidiques present ant, pour toute suite de 100 
monomdres contigus, au moins 70%, et de preference au 
moins 90% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 

30 SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, 
SEQ ID N041, et leurs sequences compiementaires, pour 
obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique pour detecter, pr6venir ou traiter une 
infection par ledit agent pathogene et/ou infectant ou une 

35 reactivation dudit agent pathogene et/ou infectant, 
associe & la polyarthrite rhumatoide, 
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9 



xiv) 1 'utilisation d'une amorce comprenant une 



sequence nucleotidique identique ou equivalente Sl au moins 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment 
dfefini en xiii), notamnent une sequence nucleotidique 

5 pr6sentant, pour toute suite de 10 monom&res contiqus, au 
moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment, pour 1' amplification par polymerisation d'un ARN 
ou d f un ADN d'un agent pathogdne et/ou infectant associe a 
la polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation 

10 avantageuse, 1' amorce comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, 
SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, SEQ ID N030, 
SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, SEQ ID N037, 
SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046, et leurs sequences 

15 compl6mentaires, 



sequence nucl6otidique identique ou equivalente a au moins 
une partie de la sequence nucl6otidique d'un fragment 
defini en xiii) , notamment une sequence nucleotidique 
20 present ant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment, pour obtenir une composition diagnostique, 
prophylactique ou therapeutique, pour d6tecter, pr6venir 
ou traiter une infection par ledit agent pathogdne et/ou 
25 infectant ou une reactivation dudit agent pathogdne et/ou 
infectant, associe & la polyarthrite rhumatoide ; selon 
une utilisation avantageuse, la sonde comprend une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID NO 10, 
SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, 
30 SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, SEQ ID N030, 
SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, SEQ ID N037, 
SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046 et leurs sequences 
compiementaires, _ . t,» 



35 deux agents pathog£nes et/ou infectants, a l'etat isoie ou 
purifie, & savoir, un premier agent qui consiste en un 



xv) 



1 'utilisation d'une sonde comprenant une 



xvi) 1 'utilisation d'une 




2731356 



9 bis 

La pr6sente invention a figalement pour objet de 
nouveaux polynucleotides et oligonucleotides dont la 
sequence nuclfeotidique de chacun est identigue & l'une 
guelconque des sequences SEQ ID N039 & SEQ ID N049. 
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virus humain, possedant une activite transcriptase 
inverse, et apparente Sl une f ami lie d' elements rfetroviraux 
endogdnes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
5 pathogdnes et/ou infectants etant issus d'une meme souche 
virale choisie parmi les souches d§nommees respect ivement 
POL- 2, d£pos£e le 22.07.1992 auprds de l'ECACC sous le 
num6ro d'accds V92072202 et MS7PG d£pos€e le 08.01.93 
aupr&s de l'ECACC sous le numero d'acces V93010816, et 

10 parmi leurs souches variantes, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou th&rapeutique 
pour d€tecter, prfevenir ou traiter une infection par un 
premier agent pathog&ne et/ou infectant, et un second 
agent pathogdne et/ou infectant, associ&s £ la 

15 polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation de l'un ou 
1' autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xii) 1' utilisation d'une association comprenant 
deux agents pathogdnes et/ou infectants, a l'€tat isol€ ou 
purifi6, £ savoir, un premier agent consistant en un virus 

20 humain possedant une activity transcriptase inverse, et 
apparent^ £ une famille d f elements r6troviraux endogdnes, 
ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un 
variant dudit second agent, ces deux agents pathog&nes 
et/ou infectants etant produits par une m&me lignfee 

25 cellulaire choisie parmi les lign£es denommSes 
respectivement PLI-2 depos6e le 22.07.1992 auprds de 
l'ECACC sous le numero d'acc&s 92072201 et LM7PC d£pos6e 
le 08.01.93 auprds de l'ECACC sous le numero d'accds 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infect£es 

30 susceptibles de produire au moins l'un ou 1' autre des 
agents pathogdnes et/ou infectants, et/ou leurs variants, 
pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique 
ou thferapeutique pour detecter, pr6venir ou traiter une 
infection par un premier agent pathogdne et/ou infectant, 

35 et un second agent pathogdne et/ou infectant, associfis 4 
la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de l'un ou 
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n 

1' autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xiii) 1* utilisation d*une association comprenant 
deux agents pathog&nes et/ou infectants, & l'fetat isoie ou 
purifie, 4 savoir un premier agent consistant en un virus, 
5 ou un variant dudit virus, dont le genome comprend une 
sequence nucieotidique choisie par mi SEQ ID N01, SEQ ID 
N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 
SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N039, 

SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences compiementaires, 

10 et leurs sequences equivalentes , notamment les sequences 
nuclfiotidiques pr6sentant, pour toute suite de 100 
monom&res contigus, au moins 50% et pr6f erentiellement au 
mo ins 70% d'homologie avec une sequence nucieotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 

15 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ IDN06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , 
SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, ~et 
leurs sequences complement a ires, et un second agent 
pathogdne et/ou infectant, dont le genome comprend une 
sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N010, 

20 SEQ ID N011, et SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, 
leurs sequences compiementaires, et leurs sequences 
6quivalentes, notamment les sequences nucl6otidiques 
pr6sentant, pour toute suite de 100 roonomferes contigus, au 
moins 70% et pr6f6rentiellement au moins 90% d'homologie 

25 avec une sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, et 
leurs sequences complfementaires, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, 
pour detecter, pr6venir ou traiter une infection par un 

30 premier agent pathogdne et/ou infectant, et un second 
agent pathog&ne et/ou infectant, associes & la 
polyarthrite rhumatoXde, ou une reactivation de l'un ou 
1" autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xix) l f utilisation d'une association de fragments 

35 nucl6otidiques comprenant un premier fragment dont la 
sequence nucl6otidique comprend une sequence nucl6otidique 
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Choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, 

SEQ ID N043, leurs sequences coraplementaires , et leurs 
5 sequences equivalentes, notanunment les sequences 
nucieotidiques present ant, pour toute suite de 100 
monomdres contigus, au moins 50% et de preference au mo ins 
70% d'homologie avec une sequence nucl^otidique choisie 
parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 

10 SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et 
leurs sequences complement a ires, et un second fragment 
dont la sequence nucieotidique comprend une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 

IS SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, leurs sequences 
complement a ires, et leurs sequences equivalentes, 
notanunment les sequences nucieotidiques present ant, pour 
toute suite de 100 monomdres contigus, au moins 70% et de 
preference au moins 90% d'homologie avec une sequence 

20 nucieotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, et leurs sequences 
compl6mentaires, chacun desdits fragments etant notamment 
une sonde, pour obtenir une composition diagnostique, 
prophylactique ou therapeutique, pour detecter un premier 

25 agent pathog&ne et/ou infectant, et un second agent 
pathogdne et/ou infectant, associes a la polyarthrite 
rhumatoXde, ou une reactivation de l'un ou 1' autre dudit 
premier agent et dudit second agent, 

xx) 1 'utilisation d'une association comprenant un 

30 premier polypeptide code de maniSre partielle ou totale 
par le premier fragment nucieotidique d6f ini en ix) , et un 
second polypeptide code de manidre partielle ou totale par 
le deuxidme fragment nucieotidique d6f ini en ix) , pour 
obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 

35 therapeutique, pour detecter un premier agent pathog&ne 
et/ou infectant, et un second agent pathogfine et/ou 
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infect ant, associes a la polyarthrite rhumatolde ; selon 
une utilisation avantageuse, cette association comprend un 
premier ligand, notanvment anticorps, specif igue du premier 
polypeptide , et un second ligand, notamment anticorps, 
5 specif ique du second polypeptide, lesdits premier et 
second polypeptides etant dSfinis ci-dessus, 

xxi) un precede d'obtention d'un premier agent 
pathogdne et/ou infectant defini a l f un quelconque des 
points i) a vi) et/ou d'un second agent pathogdne et/ou 

10 infectant d6fini a l'un quelconque des points x) a xii) , 
associ&s a la polyarthrite rhumatolde, caract6ris6 en ce 
qu'on cultive in vitro des cellules de ponctions de 
liquide synovial notamment choisies parmi les synoviocytes 
et les fibroblastes desquam€s de liquide articulaire, de 

15 patients atteints de polyarthrite rhumatolde, 

xxii) un procfede d'obtention d'un premier agent 
pathogdne et/ou infectant d6fini a l'un quelconque des 
points i) a vi) et/ou d'un second agent pathog&ne et/ou 
infectant dfefini a l'un quelconque des points x) a xii) , 

20 associ6s a la polyarthrite rhumatoide, caracteris6 en ce 
qu'on cultive in vitro des cellules lymphocytaires B 
immortal is6es par le virus d' Epstein-Barr , de patients 
atteints de polyarthrite rhumatoide. 

Avant de detainer 1' invention, diff6rents termes 

25 utilises dans la description et les revendications sont a 
present d6finis : 

- par souche ou isolat, on entend toute fraction 
biologique infectante et/ou pathogSne, contenant par 
exemple des virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, 

30 et g6n6rant un pouvoir pathogdne et/ou antig6nique, 
h6berg6e par une culture ou un hdte vivant ; a titre 
d' exemple; une souche virale selon la definition 
pr6cedente peut contenir un agent co- infectant, par 
exemple un protiste pathogSne, 

35 - le terme "MSRV" utilise dans la presente 

description designe tout agent pathogdne et/ou infectant, 
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associ& Sl la SEP ou & la PR, notamment une espdce virale, 
les souches att€nu£es de ladite esp&ce virale, ou les 
particules defectives interf erentes deriv^es de cette 
espdce. II est: connu que les virus et particuli&rement les 
5 virus contenant de 1 • ARN ont une variability, consecutive 
notamment a des taux relativement eleves de mutation 
spontan6e (9) , dont il sera tenu compte ci-apr6s pour 
d6finir la notion d ' Equivalence, 

- par virus humain, on entend un virus susceptible 
10 d • inf ecter 1 • 6tre humain , 

- compte tenu de toutes les variations naturelles 
ou induites, pouvant Stre rencontrfies dans la pratique de 
la prfisente invention, les objets de cette derni&re, 
dfefinis ci-dessus et dans les revendications, ont 6t6 

15 exprim£s en comprenant les equivalents ou derives des 
diff€rents matSriels biologiques dSfinis ci-aprfcs, 
notamment des sequences homologies nucl€otidiques ou 
peptidiques , 

- le variant d'un virus ou d f un agent pathogdne 
20 et/ou infectant selon 1* invention, comprend au raoins un 

antigdne reconnu par au mo ins un anticorps dirig6 contre 
au moins un antigSne correspondant dudit virus et/ou dudit 
agent pathog&ne et/ou infectant, et/ou un genome dont 
toute partie est d€tect6e par au moins une sonde 

25 d 1 hybridation, et/ou au moins une amorce d' amplification 
nuclfeotidique spgcifique dudit virus et/ou agent pathog&ne 
et/ou infectant, comme par exemple eel les ay ant une 
sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N013 & 
SEQ ID N038, et SEQ ID N044 a SEQ ID N049, et leurs 

30 sequences compl^mentaires, dans des conditions 
d' hybridation dfeterminfies bien connues de I'homme de 
I'art, 

- selon 1* invention, un fragment nucleotidique ou 
un oligonucleotide ou un polynucleotide est un 

35 enchalnement de monomdres, ou un biopolymfere, caract6ris6 
par la sequence inf ormationnelle des acides nucieiques 
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nature Is, susceptibles de s'hybrider & tout autre fragment 
nuclfeotidique dans des conditions predeterminees, 
1 'enchalnement pouvant contenir des monomdres de 
structures chimiques dlff6rentes et §tre obtenu £ partir 
5 d'une molecule d'acide nucieique naturelle et/ou par 
recombinaison gdnfetique et/ou par synthase chimique, 

- ainsi un monom&re peut §tre un nucleotide 
nature 1 d'acide nucieique, dont les 6 laments constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotSe; 

10 dans I'ARN le sucre est le ribose, dans I'ADN le sucre est 
le d6soxy-2-ribose; selon qu'il s'agit de I'ADN ou I'ARN, 
la base azotfie est choisie parmi 1 'adenine, la guanine, 
l'uracile, la cytosine, la thymine; ou le nucleotide peut 
&tre modi fie dans l'un au moins des trois elements 

15 constitutifs ; Sl titre d'exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, generant des bases 
modifi6es telles que I'inosine, la methyl-5- 
d&soxycytidine, la desoxy uridine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la bromo-5- 

20 desoxyuridine et toute autre base modifi6e favor isant 
1 'hybridation; au niveau du sucre, la modification peut 
consister dans le r emplacement d'au moins un desoxyribose 
par un polyamide (10), et au niveau du groupement 
phosphate, la modification peut consister dans son 

25 remplacement par des esters, notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de 
phosphorothioate , 

- par "sequence inf ormationnelle" , on entend toute 
suite ordonn6e de monomer es, dont la nature chimique et 

30 l'ordre dans un sens de reference, constituent ou non une 
information f onctionnelle de meme qualite que celle des 
acides nucl6iques naturels, 

- par hybridation, on entend le processus au cours 
duquel, dans des conditions op6ratoires appropriees, deux 

35 fragments nucieotidiques, ayant des sequences suf f isamment 
compl6mentaires, s'apparient pour foirmer un brin multiple, 
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notamment double ou triple, de preference sous forme 
d'heiice, 

- une sonde comprend un fragment nucleotidique 
synth6tis6 par voie chimique ou obtenu par digestion ou 

5 coupure enzymatigue d'un fragment nucleotidique plus long, 
comprenant au mo ins six monomdres, avantageusement de 10 & 
100 monom&res, de preference 10 & 30 monomdres, et 
possedant une sp6cificit6 d 'hybridation dans des 
conditions d6termin£es ; de preference, une sonde 

10 poss6dant moins de 10 monomeres n'est pas utilisee seule, 
mais l'est en presence d'autres sondes de taille aussi 
courte ou non ; dans certaines conditions particulidres, 
il peut etre utile d'utiliser des sondes plus longues, par 
exemple de taille sup6rieure a 100 monomSres ; une sonde 

15 peut notamment §tre utilisee & des fins de diagnostic et 
il s'agira par exemple de sondes de capture et/ou 'de 
detection, 

- la sonde de capture peut etre immobilisee sur un 
support solide par tout moyen approprie, c'est-d-dire 

20 directement ou indirectement , par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection peut etre marquee au moyen 
d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes 
radioactifs, des enzymes notamment choisis parmi la 

25 peroxydase et la phosphatase alcaline et ceux susceptibles 
d'hydrolyser un substrat chromogSne, fluorigdne ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , des 
composes chromogfines, fluorigSnes ou luminescents, des 
analogues de bases nucieotidiques, et la biotine, 

30 - les sondes utilisees a des fins de diagnostic de 

!• invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes les 
techniques d 1 hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (11), "SOUTHERN BLOT" (12), 
"NORTHERN BLOT" qui est une technique identique & la 

35 technique "SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de l'ARN comme 
cible, la technique SANDWICH (13); avantageusement, on 
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utilise la technique SANDWICH dans la presente invention, 
comprenant une sonde de capture specifique et/ou une sonde 
de detection specif ique, etant entendu que la sonde de 
capture et la sonde de detection do i vent presenter une 
5 sequence nucieotidique au mo ins part iellement differente, 

- 1* invention couvre egalement une sonde 
susceptible de s'hybrider in vivo ou in vitro sur I'ARN 
et/ou sur l'ADN, pour bloquer les phenom&nes de 
replication, notamment traduction et/ou transcription, 

10 et/ou pour dSgrader ledit ADN et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant au mo ins six 
monom&res, et avantageusement de 10 & 3 0 monom&res, 
poss6dant une specif icite d 'hybridation dans des 
conditions dfeterminees, pour 1" initiation d'une 

15 polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
d 9 amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un procede d 1 Elongation, tel que le 
sequenyage, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

20 - deux sequences nucleotidiques ou peptidiques 

sont dites equivalentes ou derivees l'une par rapport & 
l 1 autre, ou par rapport £ une sequence de reference, si 
fonctionnel lenient les biopolymSres correspondants peuvent 
jouer sensiblement le meme role, sans etre identiques, 

25 vis-4-vis de 1 1 application ou utilisation consider£e, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent ; sont 
notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 
la variabilite nature lie, notamment mutation spontanee de 
I'esp&ce k partir de laquelle elles ont ete identifies, 

10 ou induite, ainsi que des sequences homologues, 
l'homologie 6tant d6finie ci-apres, 

- par variabilite, on entend toute modification, 
spontanee ou induite d'une sequence, notamment par 
substitution, et/ou insertion, et/ou deletion de 

35 nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, et/ou 
extension et/ou racourcissement de la sequence & l'une au 
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moins des extr6mit£s ; une variability non nature lie peut 
rfesulter des techniques de genie gen^tique utilis£es, par 
exemple du choix des amorces de synthese deg^n6rfees ou 
non, retenues pour amplifier un acide nucleique; cette 
5 variability peut se traduire par des modifications de 
toute sequence de depart, consider6e comme r&f&rence, et 
pouvant ytre exprimfies par un degr6 d'homologie par 
rapport a ladite sequence de reference, 

- 1 'homologie caracterise le degre d' identity de 
10 deux fragments nucleotidiques ou peptidiques compares; 

elle se mesure par le pourcentage d 1 identity qui est 
notamment dyterminy par coraparaison directe de sequences 
nuciyoditiques ou peptidiques , par rapport a des sequences 
nuciyotidiques ou peptidiques de reference, 

15 - ce pourcentage d* identity a ete specif iquement 

dyterminy pour les fragments nuciyotidiques relevant de-la 
pr6sente invention, homologues aux fragments identifies 
par SEQ ID N01 a SEQ ID N09 et SEQ ID N039, SEQ ID N042, 
SEQ ID N043, (MSRV-1) d'une part, et ceux homologues aux 

20 fragments identifiys, par SEQ ID NO10 a SEQ ID N012, et 
SEQ ID N040 a SEQ ID N043 (MSRV-2) , d ■ autre part, ainsi 
que pour les sondes et amorces homologues aux sondes et 
amorces identifiees par SEQ ID N016 a SEQ ID N026, 
SEQ ID N031 4 SEQ ID N033, et SEQ ID N047 a SEQ ID N049, 

25 d'une part, et aux sondes et amorces identifies par 
SEQ ID N013 a N015, SEQ ID N027 a SEQ ID N030, SEQ ID N034 
& N037, et SEQ ID N044 a N04 6, d 1 autre part ; a titre 
d 1 exemple, le plus faible pourcentage d 1 identity observS 
entre les diffyrents consensus generaux en acides 

30 nuciyiques obtenus a partir de fragments d'ARN viral de 
MSRV-1, issu des lignyes LM7PC et PLI-2 selon un protocole 
d6taill6 plus loin, est de 67% dans la rygion dycrite a la 
figure 2, 

- tout fragment nucleotidique est dit equivalent 
35 ou d6riv§ d f un fragment de ryference, s'il pr£sente une 

s6quence nucleotidique §quivalente a la sequence de 
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reference ; selon la definition precedente, sont notamment 
equivalents & un fragment nucleotidique de reference : 

a) tout fragment susceptible de s'hybrider au 
moins partiellement avec le complement du fragment de 

5 reference 

b) tout fragment dont I'alignement avec le 
fragment de reference conduit & mettre en Evidence des 
bases contigues identiques, en nombre plus important 
qu'avec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 

10 taxonomique 

c) tout fragment resultant ou pouvant resulter de 
la variability naturelle de I'espece, & partir de laquelle 
il est obtenu 

d) tout fragment pouvant resulter des techniques 
15 de genie genet ique appliquees au fragment de reference 

e) tout fragment, comportant au moins huit 
nucleotides contigus, codant un peptide homologue ou 
identique au peptide code par le fragment de reference, 

f) tout fragment different du fragment de 
20 reference, par insertion, deletion, substitution d'au 

moins un monomer e, extension, ou raccourcissement & l'une 
au moins de ses extremites; par exemple tout fragment 
correspondant au fragment de reference flanque & l'une au 
moins de ses extremites par une sequence nucleotidique ne 
25 codant pas pour un polypeptide, 

- par polypeptide, on entend notamment tout 
peptide d'au moins deux acides amines, notamment 
oligopeptide, proteine, extrait, separ6, ou 
substantiellement isole ou synth6tis6, par 1 • intervention 

30 de la main de l'homme, notamment ceux obtenus par synthase 
chimique, ou par expression dans un organisme recombinant, 

- par polypeptide code de maniSre partielle par un 
fragment nucleotidique, on entend un polypeptide 
presentant au moins 3 acides amines codes par au moins 9 

35 monomeres contigus compris dans ledit fragment 
nucleotidique , 
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- un acide amine est dit analogue £ un autre acide 
amin6, lorsque leur caract6ristiques physico-chimiques 
respect ives, telles que polar ite, hydrophobicitfe, et/ou 
basicity, et/ou aciditS, et/ou neutrality, sont 

5 sensiblement les mdmes; ainsi, une leucine est analogue & 
une isoleucine. 

- tout polypeptide est dit equivalent ou d6riv£ 
d'un polypeptide de reference, si les polypeptides 
compares ont sensiblement les memes proprietes, et 

10 notamment les m&nes propri£t6s antigeniques , 

isununologiques, enzymologiques et/ou de reconnaissance 
molficulaire ; est notamment Equivalent a un polypeptide de 
r6f6rence : 

a) tout polypeptide possedant une sequence dont au 
IS mo ins un acide amin6 a 6t6 substitue par un acide amin6 

analogue, 

b) tout polypeptide ayant une sequence peptidique 
6quivalente, obtenue par variation naturelle ou induite 
dudit polypeptide de r6f§rence, et/ou du fragment 

20 nucl£otidique codant pour ledit polypeptide, 

c) un mi mo tope dudit polypeptide de reference, 

d) tout polypeptide dans la sequence duquel un ou 
plusieurs acides amines de la serie L sont remplac6s par 
un acide amin£ de la s£rie D, et vice versa, 

25 e) tout polypeptide dont 1 9 une au moins des 

liaisons CO-NH, et avantageusement toutes les liaisons CO- 
NH, de la chaine peptidique du peptide parent 
corr espondant , (ne comport ant pas de liaison NH-CO dans sa 
chaine peptidique), est (sont) remplac&e(s) par une (des) 

30 liaison (s) NH-CO, 

f) tout polypeptide dont . l'une au moins des 
liaisons CO-NH, et avantageusement toutes les liaisons CO- 
NH, de la chaine peptidique du peptide parent 
correspondant , (ne comportant pas de liaison NH-CO dans sa 

35 chaine peptidique), est (sont) remplacee(s) par une (des) 
liaison(s) NH-CO, la chiralite de chaque r£sidu 
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aminoacyle, qu'il soit implique ou non dans une ou 
plusieurs liaisons CO-NH sus-mentionnees, 6tant soit 
conserv6e, soit: invers^e par rapport aux r£sidus 
aminoacyles correspondants constituant ledit peptide 
5 parent, ces composes du type peptidique etant encore 
dfesignfes immunor6tro£des , 

g) tout polypeptide dans la sequence duquel on a 
introduit une modification des chaines lat£rales des 
acides amines, telle que par exemple une acetylation des 

10 fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol, 
une estferif ication des fonctions carboxyliques, 

h) tout polypeptide dans la sequence duquel une ou 
des liaisons peptidiques ont et6 irtodifiees comme par 
exemple les liaisons carba, r6tro, inverso, r6tro-inverso, 

15 rfiduites, et mfethyl&ne-oxy . 

i) tout polypeptide dont au mo ins un antigdne est 
reconnu par un antigdne du polypeptide de r6f6rence, 

- le pourcentage d'identite caractferisant 
1' homo log ie de deux fragments peptidiques compares est 
20 selon la prfesente invention d»au moins 50% et de 
pr6f£rence au moins 70% • 

Etant donn6 qu*un virus poss&dant une activitfe 
enzymatique transcriptase inverse peut fetre g€n£tiquement 
caract£ris6 aussi bien sous forme d'ARN que d • ADN , il sera 
25 fait mention aussi bien de l^DN que de I'ARN viral pour 
caract6riser les sequences relatives £ un virus possedant 
une telle activity transcriptase inverse (MSRV-1) . 

Etant donn£ que 1* agent pathog^ne et/ou infectant 
(MSRV)-2 a 6t6 d6tect6 tant en ADN qu'en ARN dans les 
30 cellules infectfees, il peut egalement etre caract&ris£ 
sous forme d' ADN ou ARN. 

Les expressions d'ordre utilisfies dans la pr£sente 
description et les revendications, telles que "premiSre 
sequence nuclfeotidique" ne sont pas retenues pour exprimer 
35 un ordre particulier, mais pour d6finir plus clairement 
!• invention. 
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L 1 invention sera mieux comprise a la lecture de la 
description detaill£e qui va suivre faite en reference aux 
figures annex&es dans lesquelles: 

- la figure 1 represente la sequence de type MSRV- 
5 2A obtenue & partir des cultures LM7 selon le protocole de 

Shih (8) ; cette sequence est identifiee sous la r^f^rence 
SEQ ID NO 10, 

- la figure 2 represente des consensus g£n£raux en 
acides nucleiques des sequences MSRV-1B amplifiees par la 

10 technique PCR dans la region "pol" , & partir d 1 ADN viral 
issu des lignSes LM7PC et PLI-2, identifies sous les 
references SEQ ID NO 3, SEQ ID N04, SEQ ID N05, et 
SEQ ID N06, et le consensus commun avec amorces 
d' amplification portant la reference SEQ ID N07, 

15 - la figure 3 represente l'arbre phylogenetique 

des sequences de type MSRV-1B obtenues par PCR dans 'la 
region M pol" d6f inie par Shih (8) , 

- la figure 4 donne la definition d'une trame de 
lecture fonctionnelle pour chaque f ami lie de type MSRV- 

20 1B/"PCR pol" , lesdites families A a D etant definies 
respectivement par les sequences nucieotidiques 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, et SEQ ID N06, 
decrites & la figure 2, 

- la figure 5 donne un exemple de consensus des 
25 sequences de MSRV-2B, identifie par SEQ ID N011, 

- la figure 6 represente la sequence nucieotidique 
du clone PSJ17 (SEQ ID N09) , 

* la figure 7 represente la sequence nucieotidique 
SEQ ID N08, du clone denomm6 M003-P004, 

30 - la figure 8 represente la sequence nucieotidique 

SEQ ID N02 du clone Fll-1; la partie reperee entre deux 
fldches dans la region de l 1 amorce correspond a une 
variabilite impos6e par le choix de 1» amorce ayant servi 
au clonage de Fll-1; sur cette m§me figure, la traduction 

35 en acides amines est representee, 

- la figure 9 represente la sequence nucieotidique 
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SEQ ID N01, et une trame f onctionnelle de lecture possible 
en acides amines de SEQ ID N01; sur cette sequence, les 
sequences consensus des transcriptases inverses 
retrovirales sont soulignees, 
5 - la figure 10 repr§sente la sequence 

nucl€otidique SEQ ID N012 du clone denomme MSRV2EL1, 

- la figure 11 decompos£e en trois planches 
successives 11/23 a 13/23 represente la traduction en 
acides amines de SEQ ID N012, incluant I 1 amorce 

10 SEQ ID N013, selon 6 trames de lecture possibles, 

la figure 12 presente un alignement de la 
sequence MSRV2-A (SEQ ID NO 10) sur la sequence MSRV2-EL1 
(SEQ ID N012) ; sur cette meme representation, la region 
d *hybridation de 1 1 amorce identifiee sous la reference 

15 SEQ ID N013, (hormis la queue de clonage) est encadr6e; 
celle de 1* amorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N014, est signalee entre des crochets, 

- la figure 13 represente la mesure de l'activite 
transcriptase inverse avec les conditions d&finies dans 

20 l'exemple 7, dans les fractions d'un gradient de 
saccharose o\X a ete realisee une sedimentation a 
l'equilibre d 1 agents infectants et/ou pathogenes presents 
dans le surnageant de cultures de cellules de liquides 
articulaires de polyarthrite rhumatoide, ainsi que cela 

25 est deer it dans l'exemple 7 ; la courbe represente les 
variations de l f activity transcriptase inverse dans les 
diff£rentes fractions du gradient ; cette activity est 
mesur€e en DPM (disintegrations par minute) sur l'axe des 
ordonn€es ; l'axe des abscisses represente les fractions 

30 collectees sur le gradient par ordre de densite croissante 
(fractions 1 a 10) , 

- la figure 14, divisee en figures 14A, 14B et 
14C, montre, selon la figure 14A, la sequence du clone 
"MSRV-lpolPR" identifiee par SEQ ID N039, obtenu sur 

35 echantillon de PR dans les conditions definies dans 
l'exemple 9, selon les figures 14B et 14C, l'alignement de 
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la sequence de ce clone avec les SEQ ID N01 et SEQ ID N06, 
respect ivement, correspondant & des sequences du 
retrovirus MSRV-1 obtenues dans des echanti lions provenant 
de SEP, 

5 - la figure 15, divisee en figures 15A, 15B et 

15C, montre, selon la figure 15A, la sequence du clone 
"MSRV2sPR M identififie par SEQ ID N040, obtenu sur 
fichantillon de PR dans les conditions definies dans 
l'exemple 9, selon les figures 15B et 15C, l'alignement de 

10 la sequence de ce clone avec les SEQ ID N010 et 
SEQ ID N012, respect ivement, correspondant a des sequences 
de 1* agent infectant MSRV-2 obtenues dans des Schantillons 
provenant de SEP, 

- la figure 16 montre la sequence du clone 
IS MS RV 2c PR identifi€e par SEQ ID N041, obtenu a partir de 

cellules d'un liquide articulaire de PR, dans les 
conditions definies dans l'exemple 10, 

- la figure 17 montre la sequence du clone 
MSRV2cPR identifi&e par SEQ ID N041, obtenu a partir de 

20 cellules d'un liquide articulaire de PR, et l'alignement 
de la partie terroinale (654-705) de la sequence de ce 
clone avec la SEQ ID N010, correspondant & une sequence de 
1' agent infectant MSRV-2 obtenue dans des echantillons 
provenant de SEP, 

25 - la figure 18 montre la sequence du clone 

MSRV2cPR identifi6e par SEQ ID N041, obtenu a partir de 
cellules d'un liquide articulaire de PR, et l'alignement 
de la sequence de ce clone avec la SEQ ID N012, 
correspondant £ une sequence de 1' agent infectant MSRV-2 

30 obtenue dans des Echantillons provenant de SEP, 

la figure 19 montre la sequence du clone 
MSRVlnPR identififie par SEQ ID N042, obtenu a partir d'un 
liquide articulaire de PR, dans les conditions dSfinies 
dans l'exemple 10, 

35 - la figure 20 montre la sequence du clone 

MSRVlnPR identifiee par SEQ ID N043, obtenu a partir de 



2731356 



cellules d 9 un liquide articulaire de PR, et 1 9 alignement 
de la sequence de ce clone avec la SEQ ID N01, 
correspondent a une sequence du retrovirus MSRV-1 obtenue 
& partir d 9 £chantillons provenant de SEP. 

5 

BXEMPLE 1: OBTENTION DE CLONES MSRV-2 DENOMMES 
MSRV-2A, PAR AMPLIFICATION DES REGIONS CONSERVEES DES 
GENES D ■ ADN- POLYMERASES ARN-DEPENDANTES , SUR UNE 
PREPARATION D 9 AGENT INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE 
10 DE CELLULES DE LA LIGNEE LM7 

L'approche molfeculaire a consiste a utiliser une 
technique PCR (8) qui permet d 1 amplifier une region 
relativement conserv^e du gdne pol des retrovirus exog&nes 
et endogdnes, mais aussi des virus codant pour une enzyme 

15 & activity transcriptase inverse (RT) tels que notamment 
le virus de 1 • h&patite B et, implicitement , de tout g&ne 
d'ADN polymerase ARN dependante ou d 1 enzyme, prfesentant 
des homologies de sequences suffisantes dans les regions 
dfifinies par les amorces d' amplification utilisSes. Cette 

20 technique PCR a 6t6 utilisee sur les acides nucl6iques 
extra its d'une preparation d 9 agent infectant purifi£e, 
obtenue selon le protocole (14) a partir des surnageants 
de la culture LM7 d*origine (7) gardes congel€s £ -80°C 
depuis lors. Les fractions contenant le pic d' activity RT 

25 de type LM7 sont reprises dans un volume d'un tampon 
contenant du thiocyanate de guanidine (15) et sont 
stock6es & -80 °C jusqu'd extraction des acides nucleiques 
selon la technique decrite par P.Chomzynski (15). 

PrSalablement £ la reaction PCR, 1 1 ARN de 

30 1 • 6chantillon a 6t6 transcrit en ADN complementaire (ADNc) 
avec des amorces dites "random 19 (hexanucl6otides en 
melange) £ 1 9 aide du Kit "cDNA synthesis system plus 99 
(Amersham) , selon les instructions du fabricant et en se 
basant sur une valeur approximee & un log prds de la 

35 quantity d 1 ARN prSsente dans 1 9 6chantillon. 

L 1 ADN obtenu aprds amplification PCR de 1 9 ADNc, a 
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6t6 ins6r6 dans un plasmide a l'aide du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) . Les 2 Ml de solution d f AON ont 
6t6 melanges avec 5 /il d'eau distiliee sterile, l jxl d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
5 BUFFER", 2 /il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 m1 de "TA 
DNA LI GAS E" . Ce melange a 6te incube une nuit d 12 °C. Les 
stapes suivantes ont 6t6 realis§es conformement au 
instructions du kit TA Cloning®, A la fin de la procedure, 
les colonies blanches de bacteries recombinantes ont et6 

10 rep iqu fees pour 6tre cultivees et permettre l 1 extraction 
des plasmides incorpores selon la procedure dite de 
"miniprep" (16). La preparation de plasmide de chague 
colonie recombinante a 6t6 couple par une enzyme de 
restriction appropriee et analysfee sur gel d' agarose. Les 

15 plasmides possfedant un insert detecte sous luroidre UV 
aprfes marquage du gel au bromure d*6thidium, ont fft6 
s61ectionn£s pour le sfequengage de 1' insert, aprds 
hybridation avec une amorce compiementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du "TA cloning 

20 kit". La reaction prfealable au s6quenq:age a ensuite 6t6 
effectufee selon la methode preconisee pour 1 • utilisation 
du kit de s6quengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosy steins, 
ref. 401384) et le sfequengage automat ique a 6t6 realise 

25 avec I'appareil "Automatic Sequencer", moddle 373 A 
Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees 3l 
l'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur banque 
de donnfies inf ormatiques Genebank®, pour les sequences 

30 nucieiques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 
amines deduites des trames de lecture mises en evidence 
dans les sequences nucieiques. L 1 analyse des sequences 
obtenues & partir de 1 ' echantillon viral provenant des 
surnageants LM7 d£congel£s, et purifie au pic d'activite 

35 transcriptase inverse sur gradient de saccharose, a mis en 
evidence une population majoritaire de clones (environ 42% 



2731356 



des clones) , relativement a la repr6sentativit6 
individuelle des autres sequences (tou jours infer ieure & 
5%, voire 10% pour un petit nombre) , et presentant des 
homologies part iel les avec des retrovirus connus dans la 
5 region "pol" attendue. Ce clone est denomme MSRV2-A et 
identifie par SEQ ID N010 (Cf. Fig. 1) • La region 
amplifiee entre les amorces PCR est homologue a la 
sequence correspondante MSRV2-B identifiee par SEQ ID N011 
(Cf. Fig. 5), decrite dans l*exemple 2. Les differences 

10 observ6es dans les sequences situees au niveau des amorces 
PCR s'expliquent par 1 'utilisation d' amorces deg£ner£es en 
melange, utilisees dans des conditions techniques 
diff6rentes. L* interrogation de la bangue de donn£es 
Genebanko actualis£e & ce jour n'a pas perm is de mettre en 

15 6vidence une sequence identique ou presentant des 
homologies signif icatives. 

Cette sequence est presentee dans la figure 1. La 
sequence presentee a la figure 1 poss£de un cadre de 
lecture ouvert en phase avec les deux amorces PCR 

20 retrouvees aux extr6mit6s, mais elle est plus courte que 
1* ensemble des sequences r6trovirales connues dans la 
region attendue entre ces amorces. Une deletion de 45 
paires de bases (15 acides amines) y est observee, 
relativement aux sequences retrovirales correspondantes 

25 (8), d la suite de la sequence de l v amorce amont alors que 
les sequences pr£cedant l v amorce aval sont pr6sentes. 
Cependant la trame de lecture est ouverte et ininterrompue 
sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence 
en acides amines deduite presente une homologie 

30 significative avec la region correspondante des retrovirus 
connus. Dans la sequence interne aux amorces PCR, les 
acides amines Glu, Arg, Gin, Pro et Asp, norma lenient assez 
bien conserves dans cette region pol des retrovirus et des 
virus avec activite transcriptase inverse connus (8) sont 

35 retrouv6s conserves aux bonnes positions dans la trame de 
lecture de la sequence originale. 



2731356 



Enfin, €tant donne que cette sequence est: 
suf f is amine nt divergente des sequences retrovirales dejd 
d€crites dans les banques de donn£es, on peut avancer 
qu'il s'agit d'une sequence appartenant Sl un nouvel agent: 
5 infectant et/ou pathog&ne, d&nomm£ MSRV-2A* Cet agent 
s'apparente & priori, d'apr&s I 1 analyse des sequences 
obtenues, & un retrovirus, ma is, 6tant donn£e la technique 
utilisfee pour obtenir cette sequence, il peut aussi s'agir 
d'un virus £ ADN dont le g&nome code pour une enzyme qui 

10 poss&de accessoirement une activity transcriptase inverse 
comme c'est le cas, par exemple, pour le virus de 
1* hepatite B, HBV (8). De plus, le caractfere aleatoire des 
amorces d£g£n£r£es utilis6es pour cette technique 
d 1 amplification PCR peut trds bien avoir permis, du fait 

15 d' homologies de sequences impr€vues ou de sites conserves 
dans le gdne d'une enzyme apparent&e, 1 1 amplification d*un 
acide nucl6ique provenant d'un agent pathog&ne et/ou co- 
infectant procaryote ou eucaryote (protiste) . 

20 EXEMPLE 2: OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B ET 

MSRV-2B, DEFINISSANT RESPECTIVEMENT UN RETROVIRUS MSRV-1 
ET UN AGENT CO-INFECT ANT MSRV2 , PAR AMPLIFICATION PCR 
"NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS, SUR 
DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES LIGNEES LM7PC ET 

25 PLI-2 

Une technique PCR deriv6e de la technique publiee 
par Shih (8) a 6t6 utilis€e. Cette technique permet, par 
traitement de tous les composants du milieu r€actionnel 
par la DNase, d'61iminer toute trace d'ADN contaminant. 

30 Elle permet parall&lement , par 1 • utilisation d* amorces 
diff6rentes mais chevauchantes dans deux series 
successives de cycles d f amplifications PCR, d' augment er 
les chances d' amplifier un ADNc synthetisfe a partir d'une 
quantity d'ARN faible au depart et encore reduite dans 

35 I'fechantillon par faction parasite de la DNAse sur I'ARN. 
En effet, la DNase est utilisee dans des conditions 
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d 1 activity en excds qui permettent d'Sliminer toute trace 
d'ADN contaminant avant inactivation de cette enzyme 
restant dans 1 •fichantillon par chauffage d 85°C pendant 10 
minutes. Cette variante de la technique PCR decrite par 
5 Shih (8) , a 6t6 utilisfie sur un ADNc synthetise & partir 
des acides nucl&iques de fractions de particules 
infectantes purifi£es sur gradient de saccharose selon la 
technique decrite par H. Perron (14) a partir de l'isolat 
ft POL-2 w (ECACC n°V92072202) produit par la lign6e PLI-2 

10 (ECACC n°92072201) d'une part, et £ partir de l'isolat 
NS7PG (ECACC n°V93010816) produit par la lign£e LM7PC 
(ECACC n° 9 3 0108 17) d 1 autre part. Ces cultures ont 6t6 
obtenues selon les m6thodes ayant fait l'objet des 
demandes de brevet publiees sous les n° WO 93/20188 et WO 

15 93/20189. 

Apr 6s clonage avec le TA Cloning Kit® des prodults 
amplifies par cette technique et analyse de la sequence A 
l'aide du sgquengeur automat ique selon ce qui est dfecrit 
dans l'exemple 1, les sequences ont 6t6 analysees & l'aide 

20 du logiciel Geneworks®, sur la derniere version disponible 
de la banque de donnees Genebank®. 

Les sequences donees et sequencees a partir de 
ces 6ch ant i lions correspondent notamment £ deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouvS dans la 

25 majority des clones (55% des clones issus des isolats POL— 
2 des culture PLI-2 , et, 67% des clones issus des isolats 
NS7PG des cultures LM7PC) qui correspond a une f ami lie de 
sequences M pol" proches mais diff6rentes du r6trovirus 
endogdne humain d6nomm6 ERV-9 ou HSERV-9, et un second 

30 type de sequence qui correspond & des sequences trds 
fortement homologues & la sequence attribute £ un agent 
inf ectant et/ou pathog&ne d€nomme precedemment MSRV-2 • 

Le premier type de sequences representant la 
majority des clones est constitute de sequences dont la 

35 variability permet de definir quatre sous-families de 
sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches 
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entre elles pour qu'on puisse les consid6rer comme des 
quasi-esp&ces provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-l (17), ou comme le 
r6sultat de 1 9 interference avec plusieurs provirus 
5 endogdnes co-r£gul£s dans les cellules productr ices . Ces 
elements endogdnes plus ou moins defectifs sont sensibles 
aux mfimes signaux de regulation generes eventuellement par 
un provirus replicatif, puisqu'ils appartiennent & la m£me 
famille de retrovirus endogfenes (18) . Cette nouvelle 

10 famille de retrovirus endog&nes ou, alternativement , cette 
nouvelle espdce r6trovirale dont on a obtenu en culture la 
generation de quasi-espfeces, et qui contient un consensus 
des sequences decrites ci-dessous est denomm^e MSRV-1B. 

Dans la figure 2 sont presentees les consensus 

15 generaux des sequences des diff6rents clones MSRV-1B 
sequences lors de cette experience, ces sequences etant 
respectivament identifiees par SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, et SEQ ID N06. Ces sequences pr6sentent une 
homologie en acides nucieiques allant de 70% £ 88% avec la 

20 sequence HSERV9 r6f6rencee X57147 et M37638 dans la base 
de donnees Genebank®. L'arbre phylogenetique de ces 
sequences est pr6sent6 dans la figure 3* Dans cette 
figure, les sous-families A, B, C, D representent les 
sequences qui ont ete retrouvees de manidre preponderante 

25 dans des experiences similaires repetees ulterieurement, 
dans les 6chantillons d 1 ARN pur de virions purifies & 
partir des isolats MS7PG et POL-2. A partir de ces 
families de sequences, quatre sequences nucieiques 
"consensus" representatives de differentes quasi-esp£ces 

30 d'un retrovirus MSRV-1B eventuellement exogdne, ou de 
differentes sous-families d'un retrovirus endog&ne MSRV- 
1B, ont ete definies. Ces consensus representatif s sont 
presentes dans la figure 4, avec la traduction en acides 
amines. Une trame de lecture f onctionnelle existe pour 

35 chaque sous-famille de ces sequences MSRV-1B, et l'on peut 
voir que la trame de lecture ouverte f onctionnelle 
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correspond Sl chaque fois a la sequence en acides amines 
venant en deuxieme ligne sous la sequence en acide 
nucieiques* Le consensus general de la sequence MSRV-1B, 
identifie par SEQ ID N07 et obtenu par cette technique PCR 
5 dans la region "pol" est presente dans la figure 2. 

Le deuxidme type de sequence representant la 
majority des clones sequences est represents par la 
sequence MSRV-2B presentee dans la figure 5 et identififee 
par SEQ ID N011. La region amplifi6e entre les amorces PCR 

10 est homologue 3. une base pres a la sequence MSRV2-A 
(SEQ ID N010 selon Fig.l) interne aux amorces PCR decrite 
dans l'Exemple 1. Les differences observees dans les 
sequences correspondant aux amorces PCR s'expliquent par 
1 •utilisation d 1 amorces degenerees en melange utilisees 

IS dans des conditions techniques differentes. 

Les sequences MSRV-2A (SEQ ID N010) et MSRV*2B 
(SEQ ID N011) sont h 1' evidence homologues, voire 
identiques, issues du meme organ isme et suffisamment 
divergentes des sequences retrovirales dejd decrites dans 

20 les banques de donnees pour qu'on puisse avancer qu'il 
s'agit d'une region de sequence appartenant & un nouvel 
agent infect ant, denomme MSRV-2. Cet agent infectant 
s • apparent era it a priori, d'aprSs 1' analyse des premieres 
sequences obtenues, & un retrovirus, mais, etant donnfee la 

25 technique utilisee pour obtenir cette sequence, il 
pourrait aussi s'agir d'un virus & ADN dont le genome code 
pour une enzyme qui possede accessoirement une activite 
transcriptase inverse comme c'est le cas, par exemple, 
pour le virus de 1 'hepatite B, HBV (8), De plus, le 

30 caractere aleatoire des amorces degenerees utilisees pour 
cette technique d 'amplification PCR peut trds bien avoir 
permis, du fait d 1 homologies de sequences imprevues ou de 
sites conserves dans le gene d'une enzyme apparentee, 
1 'amplification d'un acide nucleique provenant d'un agent 

35 pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou eukaryote 
(protiste) . 
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EXENPLE 3: OBTENTION D'UN CLONE PSJ17 , DEFINISSANT 
UN RETROVIRUS MSRV-1, PAR REACTION DE TRANSCRIPTASE 
INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE VIRION ISSUE DE LA 
5 LIGNEE PLI-2. 

Cette approche vise a obtenir des sequences d'ADN 
r6trotranscrites & partir de 1 1 ARN suppose retroviral dans 
l'isolat, en utilisant 1' activite transcriptase inverse 
prfesente dans ce mfime isolat. Cette activite transcriptase 

10 inverse ne peut theoriquement fonctionner qu'en presence 
d*un ARN retroviral, lie £ un ARNt amorce ou hybrids & des 
brins courts d'ADN deja retro- transcr its dans les 
particules r€trovirales (19). Ainsi l'obtention de 
sequences r6trovirales specif iques dans un materiel 

15 containing par des acides nucleiques cellulaires, a 6t6 
optimisee selon ces auteurs grSce a 1 'amplification 
enzymatique specif ique des portions d • ARN viraux par une 
activite transcriptase inverse virale. Les auteurs ont 
pour cela, determine les conditions physico-chimiques 

20 particulidres dans lesquelles cette activite enzymatique 
de transcription inverse sur des ARN contenus dans des 
virions pouvait etre effective in vitro. Ces conditions 
correspondent & la description technique des protocoles 
presentes ci-dessous (reaction de RT endog&ne, 

25 purification, clonage et sequen<?age) . 

L 9 approche moieculaire a consiste Sl utiliser une 
preparation de virion concentre, mais non purifie, obtenu 
& partir des surnageants de culture de la lign6e PLI-2 
prepares selon la m6thode suivante : les surnageants de 

30 culture sont collectes deux fois par semaine, pr6- 
centrifuges 4 10 000 trs/min pendant 3 0 minutes pour 
eiiminer les debris cellulaires, et ensuite, congeies 
& -80°C ou utilises tels que pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decongeies sont centrifuges sur 

35 un coussin de PBS-glyc6rol 30% 4 100 OOOg (ou 
30 000 trs/min dans un rotor LKB— HITACHI de type 45 T) 
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pendant 2 h £k 4°C. Aprds Elimination du surnageant, le 
culot s6diment6 est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virion concentr6, mais non 
purifi6. Cet 6chantillon viral concentre mais non purifife 
5 a 6t6 utilise pour effectuer une reaction dite de 
transcription inverse endogdne, telle que decrite ci-aprSs 
: un volume de 200 Ml de virion purifie selon le protocole 
d6crit ci-dessus et contenant une activitfi transcriptase 
inverse d' environ 1-5 millions de dpm est decongel6 £ 37 °C 

10 jusqu'i apparition d'une phase liquide, puis place sur de 
la glace. Un tampon 5 fois concentrS a et& pr&par6 avec 
les composants suivants: Tris-HCl pH 8,2, 500 mM; NaCl 
75 mM; MgC12 25 mM; DTT 75 mM et NP 40 0,10 %. 100 Ml de 
tampon 5X + 25 Ml d'une solution de dATP 100 mM + 25 Ml 

15 d'une solution de dTTP 100 mM + 25 Ml d'une solution de 
dGTP 100 mM + 25 /il d'une solution de dCTP 100 mM + 100'mI 
d'eau distill&e stferile + 200 m1 de la suspension de 
virions (activity T.I. de 5 millions de DPM) dans le PBS 
ont 6t6 m61ang6s et incub&s a 42 °C pendant 3 heures. Aprds 

20 cette incubation le melange rSactionnel est directement 
a j out 6 & un melange tamponnS phenol/chlorof orme/alcool 
isoamylique (Sigma ref. P 3803); la phase aqueuse est 
collectfee et un volume d'eau distillee sterile est a j out 6 
& la phase organique pour r£-extraire le materiel 

25 nucl£ique rSsiduel. Les phases aqueuses collectees sont 
regroup£es et les acides nuclfeiques contenus sont 
pr6cipit6s par addition d'ac6tate de sodium 3M, pH 5,2 au 
1/10 de volume + 2 volumes d'6thanol + 1 Ml de glycogfine 
(Boehringer-Mannheim ref. 901 393) et mise & -20°C de 

30 l'fichantillon pendant 4 h ou la nuit a +4°C. Le pr6cipite 
obtenu aprds centrif ugation est ensuite lav6 avec de 
l'gthanol a 70% et resuspendu dans 60 ml d'eau distillfee. 
Les produits de cette reaction ont ensuite et& purifies, 
clones et sequences selon les protocole dScrit ci-aprds: 

35 des ADN bouts francs avec des adenines non-appari6es aux 
extr€mit£s ont 6t6 g6ner6s: une rfeaction de "remplissage" 
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a d'abord 6t6 effectu&e: 25 m! de la solution d'ADN 
pr6c6demment purifiee ont et£ melang6s avec 2 Ml d'une 
solution 2,5 mM contenant, en quantite equimolaire, dATP + 
dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml d'ADN polymerase T4 (Boehringer- 
5 Mannheim ref. 1004 786) / 5 pi die 10X "incubation buffer 
for restriction enzyme" (Boehringer-Mannheim ref. 1417 
975) / 1 m! d f une solution a 1% de serum-albumine bovine / 
16 Ml d*eau distill£e sterile. Ce melange a ete incub£ 
20 minutes h 11 °C. 50 Ml de tampon TE et 1 Ml de glycogSne 

10 (Boehringer-Mannheim ref. 901 393) y ont et6 ajoutfes avant 
extraction des acides nucleiques avec du 

ph6nol/chlorof orme/alcool isoamylique (Sigma ref. P 3803), 
et prfecipitation & 1' acetate de sodium comme dfecrit 
pr€c€demment • L'ADN pr6cipit6 apres centrif ugation est 

15 resuspendu dans 10 m! de tampon 10 mM Tris pH 7,5. Puis, 
5 Ml de cette suspension ont et6 melanges avec 20m1 de 
tampon Taq 5X, 20 Ml de 5mM dATP, 1 Ml (5U) de Taq ADN 
polymerase (Amplitaq™) et 54 Ml d f eau distill6e stferile. 
Ce melange est incub£ 2 h a 75°C avec un film d'huile a la 

20 surface de la solution. L' ADN en suspension dans la 
solution aqueuse pr61ev€e en dessous du film d'huile aprds 
incubation est pr6cipit6 comme dficrit pr6c£demment et 
resuspendu dans 2 m! d'eau distillfee sterile. L'ADN obtenu 
a 6t6 ins6r6 dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™. 

25 Les 2 Ml de solution d'ADN ont ete melanges avec 5 Ml 
d f eau distillfie sterile, 1m1 d'un tampon de ligation 10 
fois concentre "10X LIGATION BUFFER", 2 Ml de "pCR™ 
VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Ml de "TA DNA LIGASE". Ce melange 
a 6t6 incub£ une nuit £ 12 °C. Les etapes suivantes ont 6t6 

30 r£alis6es conform6ment au instructions du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) . A la f in de la procedure, les 
colonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont 
6t€ repiqu£es pour £tre cultivfees et permettre 
!• extraction des plasmides incorpor6s selon la procedure 

35 dite de "miniprep" (16). La preparation de plasmide de 
chaque colonie recombinante a 6t6 coupee par une enzyme de 
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restriction appropriee et analysee sur gel d' agarose. Les 
plasmides possfedant un insert detecte sous lumiSre UV 
apr&s marquage du gel au bromure d'ethidium, ont 6t6 
select ionnes pour le sequengage de 1* insert, apr&s 
5 hybridation avec une amorce compiementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®. 
La reaction pr£alable au sequenqrage a ensuite et€ 
ef feature selon la methode pr6conisee pour 1 'utilisation 
du kit de sSquen^age "Prism ready reaction kit dye 

10 deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le s£quengage automat ique a 6t6 realist 
avec l'appareil "Automatic Sequencer, mod&le 373 A" 
Applied Biosystems, selon les instructions du fabricant. 

L* analyse discriminante sur les banques de donnies 

15 informatiques des sequences donees d partir des fragments 
d'ADN presents dans le melange react ionnel a perm is -de 
mettre en Evidence une sequence de type retroviral. Le 
clone correspondant PSJ17 a et6 entidrement sequence et la 
sequence obtenue, pr6sent6e dans la figure 8 et identifi€e 

20 apr SEQ ID N09, a et6 analysee a l'aide du logiciel 
"Geneworks®" sur les banques de donnees actual is^es 
"Genebank®" . L' analyse des banques de donn£es n'a pas 
perm is de trouver de sequence identique deja d6crite. 
Seule une homologie partielle a pu etre retrouvee avec 

25 certains 6 laments retroviraux connus. L* homologie relative 
la plus interessante concerne un retrovirus endog&ne 
d6noffim6 ERV-9, ou HSERV-9, selon les references (20). 



EXEMPLE 4: AMPLIFICATION PGR DE LA SEQUENCE 
30 NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5 ' DEFINIE PAR LE CLONE 
"POL MSRV-1B" ET LA REGION 3 • DEFINIE PAR LE CLONE PSJ17 . 

Cinq oligonucleotides, M001, M002-A, M003-BCD, 
P004 et POOS, ont 6t6 d6finis pour amplifier de l'ARN 
provenant de virions purifies POL-2. Des reactions de 
35 contrdle ont 6te effectufies de maniSre a contrdler la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau) . 
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L a amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
protocole dfecrit dans l'Exemple 2, suivie d'une PGR 
n nich6e n selon le protocole PCR dScrit dans le document 
EP-A-0569272 . Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
5 M001 et P004 ou P005 sont utilis£es. Dans le deuxidme 
cycle PCR, les amorces M002-A ou M003-BCD, et 1' amorce 
P004 sont utilisges. Les amorces sont positionn&es comme 
suit: 



10 M002-A 

M003-BCD 

M001 P004 POOS 



ARN 

15 POL-2 

< > < > - 

pol MSRV-1 PSJ17 
Leur composition est: 
amorce M001: GGTCITICCICAIGG (SEQ ID N02 0) 
20 amorce M002-A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID N021) 
amorce M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT (SEQ ID N022) 
amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID N023) 
amorce POOS: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID N024) 

Le produit d 1 amplification "nichee" obtenu et 
25 d6nomm6 M003-P004 est presents dans la figure 7, et 
correspond 3l la sequence SEQ ID N08. 



EZEMPLE 5: AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE PORTION 
DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 A L* AIDE D'UNE SEQUENCE DEJA 
30 IDENTIFIEE, DANS UN ECHANT I LLON DE VIRUS PURIFIE AU PIC 
D^CTIVITE TRANSCRIPTASE INVERSE 

Une technique PCR derivee de la technique publi6e 
par Frohman (21) a et6 utilisee. La technique deriv6e 
permet, d l'aide d'une amorce specif ique en 3' du genome £ 
35 amplifier, d'61onguer la sequence vers la region 5' du 
genome & analyser. Cette variante technique est dScrite 
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dans la documentation de la firme "Clontech Laboratories 
Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie avec son produit 
"S^AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a 6t6 utilisfe sur une 
fraction de virion purifig comme decrit pr^cedemment. 
5 Les amorces 3' specif iques utilis§es dans le 

protocole du kit pour la synthase du cDNA et 
1 • amplification PCR sont respect ivement complementaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes: 

CDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N02 5) 

10 amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID 

N026) 

Les produits issus de la PCR ont £t& purifies 
aprds purification sur gel d' agarose selon les methodes 
convent ionnel les (16), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 

15 distill£e. Une des proprietes de la polymerase Taq 
consistant ^ ajouter une adenine & l'extemite 3' de chacun 
des deux brins d v ADN , l'ADN obtenu a et£ directement 
ins6r6 dans un plamide & l'aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology). Les 2 /il de solution d f ADN ont 

20 6t6 m£lang£s avec 5 pi d'eau distill6e sterile, l pi d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER", 2 Ml de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 /il de "TA 
DNA LIGASE" . Ce melange a 6t6 incub6 une nuit £ 12 °C. Les 
fetapes suivantes ont et£ r£alis£es conform€ment aux 

25 instructions du kit TA Cloning* (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les colonies blanches de bact6ries 
recombinantes (white) ont 6te repiqu£es pour €tre 
cultiv6es et permettre l 1 extraction des plasmides 
incorpor£s selon la procedure dite de "miniprep" (16) . La 

30 preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 
fitfe coupfee par une enzyme de restriction approprifie et 
analys6e sur gel d* agarose. Les plasmides poss£dant un 
insert detects sous lumidre UV aprds marquage du gel au 
bromure d f 6thidium, ont et6 selectionnes pour le 

35 s6quen$age de 1' insert, aprds hybridation avec une amorce 
compl&nentaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
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clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au 
s£quen?age a ensuite 6t6 effectuee selon la methode 
pr6conis6e pour 1 * utilisation du kit de sequen^age "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
5 kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequen<?age 
automatique a 6t6 realise avec l'appareil "automatic 
sequencer, moddle 373 A" Applied Biosystems selon les 
instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord ete appliquee & deux 

10 fractions de virion purifie comme deer it ci-apr6s, sur 
saccharose a partir de l'isolat "POL-2" produit par la 
lign6e PLI-2 d'une part, et h partir de l'isolat MS7PG 
produit par la lignee LM7PC d 1 autre part: les surnageants 
de cultures sont collectes deux fois par semaine, pr6- 

15 centrifuges a 10 000 trs/min pendant 3 0 minutes pour 
eiiminer les debris cellulaires, et ensuite, congeies^ & 
_ 80°C ou utilises tels quels pour les Stapes suivantes. 
Les surnageants frais ou d6congeles sont centrifuges sur 
un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 

20 30 000 trs/min dans un rotor LKB— HITACHI de type 45 T) 
pendant 2 h & 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
culot s6diment6 est repris dans un petit volume de PBS et 
const itue la fraction de virions concentres, ma is non 
purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un 

25 gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 50% 
poids/poids) et ultracentrif ug6 & 3 5 000 trs/min 
(100 OOOg) pendant 12 h ck +4°C dans un rotor a godets. 10 
fractions sont recueillies et 20 /il sont preieves dans 
chaque fraction apres homog6n6isation pour y doser 

30 l f activit6 transcriptase inverse selon la technique 
decrite par H. Perron (7), Les fractions contenant le pic 
d'activite RT w de type LM7" sont ensuite dilu6es dans du 
tampon PBS sterile et ultracentrifugees une heure a 
35 000 trs/min (100 OOOg) pour sedimenter les particules 

35 virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors 
repris dans un petit volume d'un tampon ad6quat pour 
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l 1 extraction d'ARN* La reaction de synthase de cDNA 
mentionn6e plus haut est realisee sur cet ARN extra it de 
virion extracellulaire purifie. L 9 amplification PCR selon 
la technique cit&e plus-haut a permis d'obtenir le clone 
5 Fl-11 dont la sequence identifi6e par SEQ ID N02, est 
pr6sentee dans la figure 8. 

Ce clone permet de definir, avec les differents 
clones pr6alablement sequences, une region representative 
du g&ne "pol" du retrovirus MSRV-1, telle que presentee 

10 dans la figure 9. Cette sequence denommee SEQ ID N01 est 
reconstitute 4 partir de diff6rents clones se recouvrant 2l 
leurs extremites, en corrigeant les artefacts lies aux 
amorces et aux techniques d 1 amplification ou de clonage, 
qui interromperaient artif iciellement la trame de lecture 

15 de 1 'ensemble* 

Dans la figure 9, la trame de lecture potentietle 
avec sa traduction en acides amines est presentee en 
dessous de la sequence en acides nucleiques. 



20 EXEMPLE 6: CAPTURE , AMPLIFICATION ET CLONAGE D 'UNE 

PORTION DU GENOME MSRV-2 A L 1 AIDE D 1 UNE SEQUENCE DEJA 
IDENTIFIEE, DANS UNE CULTURE INFECTEE PAR MSRV-2 

Les surnageants d'une culture cellulaire exprimant 
une activite transcriptase inverse "de type LM7" similaire 

25 & celle decrite par H, Perron <7) ont 6t6 collectes 
r6guli£rement pendant plusieurs semaines et conserves 
conge 16s a -80 °C aprds addition de 10% de glycerol. 
L v ensemble des surnageants a ensuite ete decongeie af in de 
concentrer les particules infectantes par 

30 ultracentrifugation et de les purifier par centrif ugation 
^ l'equilibre sur gradient de saccharose; 1' activite 
transcriptase inverse a ensuite ete mesurfie dans les 
differentes fractions collectees sur le gradient selon la 
methodologie decrite par H. Perron (14) . 

35 Les differentes fractions representant le pic 

d 1 activite transcriptase inverse ont 6t6 regroupees afin 
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d 1 en extra ire les acides nucleiques selon un protocole 
destine & la purification d'ARN (15), ma is les acides 
nuc!6iques extraits n'ont pas ete traites par la DNase. 
Une amplification PCR dferivee de la technique decrite par 
5 Shih (8) a 6t6 effectuee directement sur cet echantillon 
d' acides nucieiques non traits par la DNase, selon un 
procfedfe d 9 amplification d'ARN tel que deer it dans le 
document EP-A-0 569 272, dans un volume total de 100 Ml/ 
contenant 200 ng d 1 ARN, 1 /xl d'ARN Guard, 3 3 /umoles de 

10 chaque melange d' amorces (MOP) decrits par Shih (8), et 
identiques Sl ceux utilises pour la PCR (ADN) directe ; 
0,25 mM de chaque dNTP, 10 /xl de tampon 10X, 2,5 u 
d v enzyme Tag et 0,4 /il d 1 enzyme RT (RT-AMV; lOu) sont 
aussi ajoutes aux echantillons. Les cycles d 1 amplification 

15 sont realises comme suit: denaturation de I 1 ARN 
65°C/10 minutes, synthase de l'ADNc 50°C/8 minutes, puis 
les cycles sont identiques a ceux de la PCR decrite par 
Shih (8) . Des reactions de controle ont ete effectives de 
mani&re & contrdler I 1 absence de contaminants (reaction 

20 sur de l'eau) . Les produits ont ete analyses sur gel 
d 1 aery 1 amide 10%. 

Les echantillons amplifies par RT-PCR ont ensuite 
et6 clones et sequences selon les techniques dScrites dans 
l'exemple 1. 

25 La majority des clones sequences & partir du 

produit de RT-PCR correspond § la sequence MSRV-2A et & 

son equivalente MSRV-2B precedemment decrites dans les 

exemples l et 2. 

Par ailleurs, apr£s elimination des sequences 
30 art6f actuelles, il s'avdre que les autres clones sequences 

correspondent d des sequences de type MSRV-1 telles que 

d£crites dans les exemples 1 et 2 . 

Aprds la verification des sequences prSsentes dans 

ce materiel nucieique provenant de ces fractions purifiees 
35 contenant des particules infectantes dont au moins une 

partie est associ€e a une activite transcriptase inverse, 
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le materiel nuclgique restant a et§ utilise pour effectuer 
une capture spfecifique des acides nucl€iques portant la 
sequence MSRV2 pr&alablement identifiSe et dfecrite dans 
les exemples 1 et 2 • 
5 Dans une etape prealable, le materiel g£n£tique 

portant la sequence MSRV2 a 6t6 amplifie par une technique 
PCR monodirectionnelle de 50 cycles & I'aide d'une seule 
amorce. Cette amorce est coupl6e & une mol&cule de biotine 
a son extr§mit6 3', permet 1 ' amplification 

10 monodirectionnelle de 3* vers 5' et correspond £ la 
sequence suivante identifiee sous SEQ ID N038 : 

5 • TAAAGATCTAGAATTCGGCTATAGGCGGCATCCGGCAACT 3 ■ 
Ensuite, la capture a 6t6 effectu6e en solution 
avec des billes raagnetiques couplees a 1'avidine 

15 (Dynabeads®) selon les instructions du fabricant (Dynal) 
et, aprds une s6rie de lavages £ temperature ambiante 
permettant d f 61iminer les acides nucleiques non couplSs d 
une biotine, une PCR a ete effectuee directement sur ces 
billes lav&es avec une amorce specif ique en 3 # et une 

20 amorce en 5» apport6e par une solution d' oligonucleotide 
de 10 bases (10 mer) avec une sequence aleatoire. 

L f amorce d 1 amplification spfecifique orientSe de 3 9 
vers 5 1 correspond a la sequence identififee par 
SEQ ID N013: 

25 5 • GCATCCGGCAACTGCACG 3 1 

La PCR effectuSe a 35 °C sur 40 cycles avec ces 
amorces a permis d 1 amplifier le materiel g6n#tique 
sp6cif iquement biotinile par la premiere etape de PCR et 
capture sur les billes Dynabeads®. Aprds clonage avec le 

30 kit "TA cloning" de 1 1 ADN amplifi6 par cette seconde etape 
de PCR et s6quen<?age des clones recombinants, selon les 
techniques dficrites dans l'Exemple 1, une sequence de 748 
paires de bases a Ste obtenue. Cette sequence d' acides 
nucleiques SEQ ID N012 est presentee dans la figure 10. 

35 Cette sequence 61onguee sera d6nomm6e ensuite MSRV-2EL1. 

La sequence inverse complementaire de 1* amorce 
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SEQ ID N013 est prgsente a 1 ' extremity 3' et est: encadr6e 
sur la figure 10. En amont de cette amorce, on retrouve la 
sequence dej£ identifiee dans les clones MSRV-2A et MSRV- 
2B. 

5 La traduction en acide amines de cette sequence 

selon les 6 trames de lectures possibles est presentee 
dans la figure 11. 

Un alignement de la sequence MSRV2-A (SEQ ID NO 10) 
sur la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) est prfesente dans 

10 la figure 12. On note que la sequence MSRV-2A est 
rigour eusement identique £ la sequence elonguee, hormis 
quelques differences dans la region correspondant aux 
amorces d&g£n£r6es utilisees pour obtenir MSRV-2A. Cette 
region est soulignee dans cette figure ; par ailleurs, la 

15 region d 1 hybridation de 1* amorce SEQ ID N013, (hormis la 
queue de clonage) est encadr£e, celle de l 1 amorce 
SEQ ID NO 14 est presentee entre crochets. La sequence 
reelle du genome MSRV-2 dans cette region est 
vraisemblablement celle de MSRV-2EL1, oCk elle n'a pas ete 

20 imposee par des amorces hy bridges a basse stringence comme 
c'est le cas pour MSRV-2A (et MSRV-2B de meme) . 

La sequence MSRV-2EL1 correspond done 3l une 
nouvelle region sequencee du g6nome MSRV-2. Ceci a et6 
verifie & l'aide de nouvelles amorces PCR definies dans 

25 MSRV-2EL1 et MSRV-2A qui ont permis une amplification 
sp6cifique sur les acides nucieiques utilises pour le 
clonage deer it dans cet exemple. 

Le resultat d 1 interrogation de la banque de donn£e 
Genebank®, actualisee en aoQt 1994, avec la sequence MSRV- 

30 2EL1 ne montre aucune homologie significative avec des 
sequences g6n6t iques connues & ce jour* Cependant, 
1 • interrogation des traductions possibles en acides amines 
selon les 6 trames de lecture potent iel les de cette 
sequence MSRV-2 ELI, montre des homologies part iel les avec 

35 des sequences bacteriennes, virales ou cellulaires. 

L 1 absence d 1 amplification PCR avec des amorces 
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sp6cifiques sur de l'ADN humain normal montre qu f il ne 
s'agit pas d'une sequence d'origine cellulaire. MSRV-2 est 
done un agent infectant exog&ne £ I'homme. Cependant, la 
nature d€g£n6r£e des melanges d' amorces , utilis€es selon 
5 des variantes de la technique decrite par Shih (8) , qui 
ont permis 1 * identification des premiers 6 laments de 
sequence d6nomm£s MSRV-2A et MSRV-2 B, peut avoir permis 
1 ' amplification imprevue d'un genome n 1 appartenant pas Sl 
un rfetrovirus, ni merae £ un gSne codant pour une ADN- 
10 polymerase ARN-d6pendante . 

EXEMPLE 7 : CULTURE DE CELLULES DE LIQUIDES 
ARTICULAIRES DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTHRITE 
RHUMATOlDE (PR) ET DETECTION D 1 UNE ACTIVITE TRANSCRIPTASE 

15 SIMILAIRE A CELLE QUE PRODUIT LA CULTURE LM7 . 

Du liquide articulaire (LA) a et6 prelev6 
stfirilement dans une articulation du genou presentant une 
atteinte inf lammatoire, chez une patiente atteinte de 
polyarthrite rhumatoide. Ce liquide a et6 centrifuge £ 

20 +4°C # a 1800 trs/min pendant 10 minutes. Une fois le 
surnageant pr61ev6 et aliquotS h -80°C, le culot 
cellulaire a 6tS repris dans du milieu de culture RPMI 
dont la composition est la suivante: milieu RPMI 1640 
additionn6 de pfinicilline (200 000 U/L) , de streptomycine 

25 (200 mg/L) , de L-glutamine (6 mM/1), de pyruvate (1%) , 
d'acides amines non-essentiels (1%) , Sventuel lenient d'un 
anticorps polyclonal anti-interf eron b€ta humain 
(10 U/ml) , et de 20% de s6rum de veau foetal dfecomplfimentfe 
par incubation a 56 °C pendant 30 minutes. Ces cellules en 

30 suspension ont 6tfe transferees dans un petit flacon de 
culture (25 cm 2 ) et le volume compl6t6 a 5 ml avec le 
milieu sus-d6crit dans lequel les cellules ont 6t6 
maintenues en culture in vitro dans une etuve £ 5% de CO2 

& 37°C. 

35 Apr6s 4 jours, le milieu de culture a 6t6 remplac6 

par du milieu frais de meme composition et le milieu 
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pr£lev€, centrifuge & 1800 trs/min pendant 10 minutes. Le 
surnageant est aliquote et stocks a -80 °C ; le culot 
const itu€ de cellules qui n'avaient pas adher€ au flacon 
de culture est repris dans du milieu de culture et 
5 transf6r6 dans un autre flacon. Ces cellules seront 
maintenues en culture comme des cellules en suspension. 

Les milieux de culture sont tou jours changes au 
mo ins deux fois par semaine. 

AprSs trois semaines de culture, le flacon dans 

10 lequel a 6t6 effectue le premier passage de cellules du 
liquide articulaire pathologique, contient des cellules 
adh6rentes de type macrophagique et d'autres, de type 
f ibroblastique, qui prfisentent uhe prolif 6ration par 
"plages'* de mitoses* Ces plages de proliferation ont 

15 progress ivement recouvert la surface inf€rieure du flacon 
de culture et, au stade de confluence, ces cellules 
fibroblast iques ont ete d£collees par grattage et 
r£parties dans deux flacons de 25 cm 2 avec 5 ml de milieu 
de culture. Ces cellules adherentes ont ete ainsi pass£es 

20 et dfidoublfies tant que le potentiel de proliferation le 
permettait. En effet, apr&s le sixieme passage, soit 
environ deux mois de culture, les cellules fibroblast iques 
ont cessfe de proliffirer et les flacons ont et6 conserves 
jusqu'& d£g6nerescence des cellules. 

25 Dans les flacons qui ont servi a passer les 

cellules en suspension, principalement des cellules de 
type lymphoXde, des cellules adherent es de type 
macrophagique ou de type f ibroblastique ont par fois adh£r6 
tardivement. Les cellules lympholdes en suspension ont 

30 d6g6n6r6 sans donner lieu a une proliferation et n^nt pas 
6t6 maintenues en culture aprds trois semaines. 

L' ensemble des surnageant s de culture de tous ces 
flacons a et6 stocks aliquote a -80 °C. 

La recherche d'un Sventuel agent retroviral 

35 produit par les cellules de ce liquide articulaire 
pathologique d'une patiente atteinte de PR a d'abord 
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consists a rechercher une activity transcriptase inverse 
selon diff6rentes conditions physico-chimiques permettant 
une detection non selective d'une telle enzyme cod6e par 
un retrovirus non connu & l'avance, ainsi que cela fut 
5 fait par H. Perron et coll., pour la recherche d'une 
activite transcriptase inverse dans des surnageants de 
culture de cellules du syst&me nerveux de sclerose en 
plaques (7). Les conditions de detection d'un signal 
specif ique d'une activity transcriptase inverse dans les 

10 surnageants de culture de cellules du LA de ce cas de 
polyarthrite rhumatoide (PR) se sont alors revel^es trds 
proches de celles qui constituent 1 9 optimum pour la 
detection du retrovirus produit par la culture LM7 
provenant d'un cas de sclerose en plaques (SEP) . On a done 

15 cherche & verifier si cette activite pouvait etre detectee 
dans les memes conditions que pour le retrovirus MSRV1/LM7 
isoie dans la SEP, apr&s realisation d'une sedimentation d 
I'equilibre sur gradient de saccharose, d'un concentrat de 
particules provenant des surnageants de cultures du LA de 

20 PR. 

Une serie de surnageants de culture des cellules 
adherentes du LA de ce cas de PR a ete decongelee afin de 
disposer d'un volume total d'au moins 100 ml. Ces 
surnageants ont ete melanges, pr6-centrif uges afin 

25 d'eiiminer les debris cellulaires, ultracentrif ug6s afin 
de s6dimenter d'eventuelles particules retrovirales et le 
culot ainsi sedimente a ete depose sur un gradient de 
saccharose qui a ete centrifuge a 100 000 g afin d'obtenir 
une separation des elements presents dans le culot 

30 d'ultracentrifugation et de doser, apr&s recueil de 
fractions d'un volume egal et de densite de saccharose 
croissante, 1' activite transcriptase inverse dans chacune 
de ces fractions. L' ensemble de ces operations a 6t6 
effectue dans les conditions d6crites par H. Perron (14) . 

35 Le resultat du dosage d'une activite transcriptase 

inverse avec les conditions optimisees pour la souche LM7, 
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dans les fraction du gradient "PR" est presents dans la 
figure 13. On peut voir qu'une activite transcriptase 
inverse significative (supirieure au cut— off de 2000 DPM) 
est retrouvfee dans les fractions 2 & 5, ainsi que dans la 
5 fraction 9. L'activitfe retrouvfee dans les fractions les 
moins denses est mal focalis€e ce qui est probablement d<l 
& un excds de materiel depos6 sur le gradient (tube de 
5 ml) . Le pic secondaire dans la fraction plus dense (n°9) 
est vraisemblement constitue de virions plus denses ayant 

10 perdu leur enveloppe (capsides) ainsi que cela a d£jd 6t6 
observe dans les gradients realises avec des virions 
produits par la lign&e LM7 (14) . 

A ce stade des travaux effectues sur les cultures 
de cellules de LA provenant de PR, il semble que celles-ci 

15 produisent des particules possfedant une transcriptase 
inverse du mfime type que celle qui est d6tect6e dans les 
virions produits par les cellules LM7 de leptom&ninges de 
SEP. 

20 EXEMPLB 8: CULTURE DE CELLULES LYMPHOBLASTOXOES B 

DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTHRITE RHUMATOlDE (PR) . 

Selon un protocole bien connu de l'homme de 
m6tier, des lign£es lymphoblastoldes, immortalis6es par 
adjonction in vitro de la souche B95 du virus d'Epstein- 

25 Barr (EBV) ou par la souche autologue h£bergee par les 
lymphocytes B du patient, ont et6 Stablies a partir des 
lymphocytes B du sang peripherique de patients atteints de 
PR. 

Bridvement, les cellules raononuclees du sang ont 
30 6t6 s£par6es par centrif ugation sur gradient de Ficoll- 
Hypaque® (Flow/ICN) , lavees par centrif ugation dans du 
RPMI 1640, puis reprises dans un milieu contenant du RPMI 
1640 additionnfe de pSnicilline (200 000 U/L) , de 
streptomycine (200 mg/L) , de L-glutamine (2 mM/1), de 
35 pyruvate (1%), d'acides amines non-essentiels (1%)/ de 
tampon HEPES (1%) et de 20% de serum de veau foetal 
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d6compl€ment6 par incubation a 56°C pendant 30 minutes. 
Ces cellules en suspension sont transferees dans un petit 
flacon de culture (25 cm 2 ) et le volume est compl&td & 
5 ml avec le milieu sus-d6crit dans lequel les cellules 
5 seront maintenues en culture in vitro dans une etuve & 5% 
de CO2 4 37°C. 

Les milieux sont renouvelfis par moitife deux fois 
par semaine: aprds d6cantation pendant au moins 2 h des 
flacons places verticalement , la moiti6 du milieu 

10 surnageant est pr61ev6 (et conserve conge 16 Sl -8 0°C, dds 
gu'une lignee est etablie) et remplace par du milieu frais 
dans lequel sont 6mulsionnes les lymphocytes s&diment&s. 
Quand une lign6e est etablie et la densite cellulaire 
suffisante dans un flacon, les cellules ainsi emulsionn£es 

15 & la pipette sont reparties dans deux flacons et la 
culture ainsi d&doubl&e. 

Les cellules lymphoides, apres separation sur 
Ficoll, sont mises en presence de cyclosporine A pendant 
10 & 20 jours f afin de permettre 1* inhibition et 

20 1 'elimination des lymphocytes T de la culture. En effet, 
ceux-ci ont la capacity de bloquer 1 1 immortalisation de 
lymphocytes B presents dans la culture par le virus EBV. 

Selon les cas, la culture est maintenue telle que 
aprds traitement & la cyclosporine A # afin d 1 attendre la 

25 survenue &ventuelle d'une immortalisation de lymphocyte B 
par la souche EBV h£bergee par le patient lui-meme (s f il 
est sdropositif pour ce virus) , ou bien 1 ml de surnageant 
de la lignfee B95 productrice de virions EBV, aprds 
induction par les esters de phorbol et I'acide butyrique, 

30 est ajoute dans le flacon de culture afin de r£aliser une 
infection massive des lymphocytes B presents par la souche 
EBV B95 et done une immortalisation bien plus probable de 
quel que s clones B. 

Les flacons contenant les lymphocytes en 

35 suspension sont maintenus en culture au moins trois mois 
pendant lesquels la survenue de clones de lymphocytes B 
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iaaortalis€s, prolifferant sous forme de "grappes" de 
cellules flottant dans le milieu de culture, est 
surveill6e au microscope optique. 

Lorsque des lignees lymphoblastoldes sont 
5 etablies, & partir de patients atteints de PR, elles sont 
r£guli6rement d6doubl6es et maintenues en culture 
continue. Les surnageants collectes deux fois par semaine 
& 1 'occasion des changements de milieu sont congel£s a - 
80°C pour une analyse ult6rieure : activity transcriptase 

10 inverse, detection PCR du genomes des agents pathogSnes 
et/ou infectants exprimes par les cellules B dans la 
culture, etc. . Des utilisations de ces cultures pour la 
mise en Evidence et la caracterisation d* agents pathogdnes 
et/ou infectants associ£s & la PR, seront pr£sent€es dans 

IS les exemples suivants. 

EXEMPLE 9 : OBTENTION DE CLONES MSRV-2 et MSRV-1 
PAR AMPLIFICATION DES REGIONS POL CONSERVEES DES GENES 
D' ADN POLYMERASE-ARN DEPENDANTE SUR UNE PREPARATION 

20 D • AGENT PATHOGENE ET/OU INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE 
CULTURE DE CELLULES DU LIQUIDE SYNOVIAL OU DE LIGNEE 
LYMPHOBLASTOfDE DE PR. 

L'approche mol€culaire a consiste, comme dans 
l'exemple 1, A utiliser la technique PCR de Shih (8) qui 

25 permet d* amplifier une r6gion relativement conservfee du 
g&ne pol des retrovirus exogdnes et endogdnes, mais aussi 
des virus codant pour une enzyme a activite transcriptase 
inverse (RT) tels que notamment le virus de l'h€patite B 
et, implicitement, de tout gdne d 1 ADN polymerase ARN 

30 dfipendante ou d 1 enzyme presentant des homologies de 
sequences suffisantes dans les regions d&finies par les 
amorces d 1 amplification utilisees. Cette technique PCR a 
et6 utilis6e sur les acides nucleiques extraits d'une 
preparation d 1 agent infectant purifi6e sur gradient selon 

35 le protocole dfecrit par Perron H. (14) & partir des 
surnageants d'une culture de cellules du liquide 
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articulaire (LA) pathologique d'un cas de polyarthrire 
rhumatoide (PR) , obtenue selon le protocole deer it dans 
l'exemple 7. Les fractions contenant le pic d* activity RT 
mesur£e selon les conditions optimises pour la souche LM7 
5 (7) sont reprises dans un volume d'un tampon contenant du 
thiocyanate de guanidine et sont stockSes & -80 °C jusqu'i 
extraction des acides nucl&iques selon la technique 
d€crite par Chomzynski P. (15). 

Pr6a lab lenient & la reaction PGR, I'ARN de 

10 l'6chantillon a 6t6 transcrit en ADN complSmentaire (ADNc) 
avec des amorces dites "random" (hexanucleotides en 
melange) a l'aide du Kit "ADNc synthesis system plus" 
(Amersham) , selon les instructions du f abricant et en se 
basant sur une valeur approximative a un log pr&s de la 

15 quantity d'ARN pr6sente dans 1 1 §chantillon. 

Alternativement , la synthase du ADNc peut s'effectuer 
directement en presence des amorces utilisees pour la PCR 
selon un protocole de "RT-PCR" en une 6tape decrit dans le 
document EP-A-05 69272 . 

20 L'ADN obtenu aprds amplification PCR de l'ADNc, a 

6t6 ins6r6 dans un plasmide a I'aide du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) , repliqu&, extra it et s£quenc£ 
selon les protocoles dgcrits dans les exemples 1 et 2. 

Les sequences obtenues ont ensuite 6t6 analys£es 21 

25 I'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur banque 
de donnSes inf ormatiques Genebank®, pour les sequences 
nucl6iques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 
amines d&duites des trames de lecture mises en Evidence 
dans les sequences nucleiques. L 1 analyse des sequences 

30 obtenues & partir de 1 ■ Schantillon de particules 
sfedimentant au pic d v activity transcriptase inverse 
provenant des surnageants d£congel£s de culture de 
cellules du LA de PR, a mis en evidence deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouve dans la 

35 minoritfe des clones correspond a des sequences 
signif icativement homologues a la region "pol" equivalente 
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du retrovirus MSRV-1 prSalablement isol€ et caract6ris£ 
chez des patients atteints de SEP ( demand es de brevet 
frangais 92 04322, 92 13447, 92 13443, 92 01529, 94 01530, 
94 01531, 94 01532), et un second type de sequence, 
5 retrouvfe dans la majority des clones, qui correspond a des 
sequences trfes fortement homologues & la sequence 
attribute k un agent infectant et/ou pathogdne d6nomm6 
MSRV-2 prfealablement isol6 et caract6ris6 chez des 
patients atteints de SEP (demandes de brevet fran^ais 

10 92 04322, 92 13447, 92 13443, 92 01529, 94 01530, 
94 01531, 94 01532) . 

La comparaison entre une sequence de type MSRV-1 
amplifi&e et clonee a partir de materiel viral produit par 
une culture de cellules de LA de PR (clone "MSRVlpolPR" , 

15 SEQ ID N039) et les sequences de reference MSRV-1 clonSes 
& partir de virion produit par des cellules provenant -de 
patients atteints de SEP est presentee dans la figure 14. 

La comparaison entre une sequence de type MSRV-2 
amplifi6e et clonee a partir de materiel infectieux 

20 produit par une culture de cellules de LA de PR (clone 
"MSRV2SPR" SEQ ID N040)et les sequences de reference MSRV- 
2 clonfees k partir de materiel infectieux produit par des 
cellules provenant de patients atteints de SEP est 
pr£sent£e dans la figure 15 . 

25 Les deux types de sequences retrouvees avec les 

amorces d£g£n£r£es "transcriptases inverses" de Shih et 
coll. (8) correspondent done exactement a ce qui a 6t6 
trouvfi dans des conditions similaires, dans les cultures 
de cellules leptomeningees, de plexus choroldes ou de 

30 lignfies lymphoblastoxdes B provenant de difffirents 
patients atteints de SEP (demandes de brevet frangais 
92 04322, 92 13447, 92 13443, 92 01529, 94 01530, 
94 01531, 94 01532) • 

35 EZEMPLB 10 : VERIFICATION, A L 1 AIDE D f AMORCES PCR 

SPECIFIQUES ET D'UNE HYBRIDATION SPECIFIQUE SELON LA 
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TECHNIQUE ELOSA, DE LA PRESENCE DES SEQUENCES MSRV-1 ET 
MSRV2 DANS LES SURNAGEANTS DE CULTURE DE CELLULES ET, 
DIRECTEMENT , DANS LES FLUIDES BIOLOGIQUES DE PATIENTS 
ATTEINTS DE PR 

5 Plusieurs techniques PCR ont et£ utilis€es pour 

d€tecter les genomes MSRV-1 et MSRV-2 dans des surnageants 
de culture de cellules, des plasmas et des liquides 
articulaires de patients atteints de PR et de patients 
atteints d'autres maladies rhumatismales (non-PR) . 

10 L v extraction des ARN de plasma et de surnageant de 

cultures a 6t6 effectuee selon la technique d&crite par 
P.Chomzynski (15), aprds addition d'un volume du tampon 
contenant du guanidinium thiocyanate & 1 ml de plasma ou 
de surnageant de culture gardS conge le a -80°C aprds 

IS recueil. 

L 9 extraction des ARN de liquide articulaire (LA) 
et de cellules mononucl€es sanguines (lymphocytes et 
monocytes) a 6t6 effectuSe selon le protocole suivant: 

toutes les solutions sont realisees dans de l'eau 
20 distil 16e traitfee par le DEPC pour 61iminer toute trace 
d'ARNase; 

500 Ml & 1 ml de LA sont d&congeles et l/100dme de 
volume d'une solution a 20% de SDS y est ajoute ainsi 
qu'une solution de proteinase K a raison de 7 jxl par ml de 

25 LA; le liquide est bri&vement vortex6 et incubg 3l 37 °C 
aprds addition de RNAsin (Boehringer) ou de RNA guard 
(Pharmacia); aprds 1 h d f incubation, 1 volume de tampon 
GUT selon Chomzynski (15) est ajoutfi et le melange 
imm6diatement vortex^. Par la suite, 1 1 ARN present dans le 

30 melange est extrait selon le protocole prScite d6crit par 
Chomzynski (15) . 

Pour la detection de MSRV2, la sequence MSRV-2 ELI 
(SEQ ID N012) a permis de definir plusieurs couples 
d f amorces oligonucleotidiques utilisables pour 

35 1 'amplif ication d 1 ADN ou d'ARN specifiques par la 
technique PCR* 
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Les premiers couples d* amorces MSRV2 dfefinis ci- 
aprds ont perm is de realiser une detection spScif igue du 
gfenome MSRV-2 dans differentes cellules humaines, par une 
6tape de PCR, ou de RT-PCR selon un un proc£d£ 
5 d' amplification d'ARN tel que dfecrit dans le document EP- 
A-0 569 272. 

Les amorces utilisees sont les suivantes: 



amorce 5', identifiee par SEQ ID N014 
10 5 1 GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3* 

amorce 3', identifiee par SEQ ID N015 
5 * GCATCCGGCAACTGCACG 3 s 

La PCR est effectuee selon une succession de 35 
cycles enchainant, aprds l'etape de synthase de l'ADNc, 

15 1 min, & 94°C, 1 min # a 54°C et 1 min, & 72°C. 

Pour cet exemple, 1 1 ARN total extrait -de 
diff6rents types de cellules (15), sans traitement par la 
DNase, a 6t6 utilise dans cette reaction RT-PCR, ce qui 
permet une detection d'ARN et d'ADN specif iques du 

20 pathog&ne dans 1 'extrait d'acides nucleiques enrichi en 
ARN. En effet, notre experience montre que de I'ADN 
sp6cifique de MSRV2 peut etre facilement detecte dans les 
acides nucleiques extraits selon le protocole sus-cite 
norma lement destine a 1* extract ion d'ARN. 

25 La sequence d'un clone "MSRV2cPR" amplifie selon 

cette technique avec les amorces PCR SEQ ID N014 et 
SEQ ID N015 & partir de cellules cultivees d'un liquide 
articulaire d'un patient atteint de PR est presentee dans 
la figure 16* Dans les figures 17 et 18, sont repr£sent£s 

30 les alignements de la sequence du clone "MSRV2cPR" avec 
les sequences nucieotidiques MSRV2 SEQ ID N010 et 
SEQ ID N012, respect ivement, des clones obtenus chez des 
patients atteints de SEP. On peut constater que les 
sequences provenant d ' 6chanti lions de PR ou de SEP, sont 

35 signif icativement homologues. 

Les nouveaux couples d' amorces MSRV2 definis ci- 
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aprds ont pennis de r€aliser une detection specif ique du 
genome MSRV-2 dans differents fluides biologiques de 
patients, par deux etapes successives de PCR (dite 
"nichfee"), ou de RT-PCR selon un un proc6d£ 
5 d 1 amplification d'ARN tel que deer it dans le document EP- 
A-0 569 272 , les sequences MSRV-2 pouvant etre d€tect6es 
sous forme d'ARN ou d'ADN dans les echanti lions 
biologiques. 

Cette PCR "nichee" est effectuSe sur des 
10 6chantillons d'acides nucleiques extraits selon ce qui a 
6t6 d6crit et n'ont pas ete traites par la DNase. 

Les amorces utilis6es pour la premiere etape de 40 
cycles avec une temperature d 9 hybridation de 48 °C sont les 
suivantes : 



15 



20 



30 



35 



identifiee par SEQ ID N044 
5 v GCCGATATCACCCGCCATGG 3 1 

amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID N015 
5 1 GC ATCCGGC AACTGC ACG 3 V 



Apr 6 s cette etape, 10 /il du produit 
d v amplification sont pr£lev£s et utilises pour rfealiser 
une deuxidme amplification PCR dite "nichfie" avec des 
amorces situ6es k l'int£rieur de la region d€j£ amplifiSe. 
25 Cette deuxidme etape se dferoule sur 35 a 4 0 cycles, avec 
une temperature d f hybridation des amorces ("annealing") de 
50°C. Le volume r6actionnel est de 100 pi. 

Les amorces utilisees pour la deuxi&me etape sont 
les suivantes: 



amorce 5', identifiee par SEQ ID N045 
5" CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3* 

amorce 3', identifiee par SEQ ID N046 
5" TCTCCACTCCGAATATTCCG 3* 

Les rfisultats obtenus dans une serie de PCR MSRV-2 
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effective selon la technique "PGR nested" sus-d£crite sont 
pr6sent£s dans le tableau II annexe a la prSsente 
description . 

Pour MSRV-1, 1 'amplification a 6t£ effectu€e en 
5 deux 6tapes (PCR "nich6e") , prfecedee d'une £tape de 
synthase de l'ADNc. De plus, 1 • Schantillon d'acides 
nucl6iques est pr£alablement traite par la DNase et un 
contrdle PCR sans RT (transcriptase inverse AMV) est 
effectufe sur les deux etapes d 'amplification de manidre £ 

10 verifier que 1* amplification RT-PCR provient exclusivement 
de 1'ARN MSRV-1. En cas de controle sans RT positif, 
l'6chantillon aliquote d'ARN de depart est a nouveau 
trait6 par la DNase et amplifie a nouveau, 

Le protocole de traitement par la DNase depourvue 

15 d' activity RNase est le suivant: 1'ARN extrait est 
aliquot 6 en presence de "RNAse inhibitor" (Boehringer- 
Mannheim) dans de I'eau traitSe au DEPC a une 
concentration finale de 1 /xg dans 10 /xl; a ces 10 pi, est 
a j out 6 l jil de "RNAse-free DNAse" (Boehringer-Mannheim) et 

20 1,2 Ml de tampon h pH 5 contenant 0,1 M/l d'ac6tate de 
sodium et 5 mM/1 de MgS04; i e melange est incub6 15 min. h 
20 °C et portfe a 95 °C pendant 1,5 min. dans un 
"thermocycler" . 

La premiere 6 tape de RT-PCR MSRV-1 peut fitre 

25 effectu6e selon une variante du procfedfe d 1 amplification 
d'ARN tel que d6crit dans le document EP-A-0 569 272. 
Notamment, l'Stape de synthase d'ADNc est effectuSe a 42 °C 
pendant une heure, mais la synthase de l'ADNc est mieux 
r6alis6e en suivant le protocole suivant: 1'ARN trait6 & 

30 la DNase et maintenu dans la glace est chauffS a 65 °C 
pendant 10 min., puis aussitot plonge dans la glace; il 
est ensuite ajout6 a un melange maintenu a 42 °C dans le 
thermocycler destin6 a la PCR et contenant, dans du tampon 
PCR IX, du MgC12 1,5 mM, chaque dNTP a 250 mM, chaque 

35 amorce (5' et 3' de la premiere etape de PCR) a 300- 
400 nM, 10 Unites de RT-AMV et 2,5 unites de Taq, dans un 
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volume final de 100 Ml; ce melange est maintenu 4 42 °C 
pendant 1 & 2 h, puis porte & 95 °C pendant 5 min. afin de 
denaturer la RT-AMV. Les cycles d f amplification PCR 
debutent & la suite et se deroulent sur 40 cycles, avec 
5 une phase d 1 hybridation des amorces ("annealing") & 53 °C 
pendant 1 min*, une phase d 1 elongation & 72°C pendant 2 & 
3 min. et une phase de denaturation de l'ADN Sl 95°C 
pendant 1 min. 

Les amorces utilisees pour cette premiere etape 
10 sont les suivantes: 

amorce 5 1 

5'AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3* SEQID N°16 
amorce 3 1 

IS 5 * TAAGAGTTGCACAAGTGCG 3* SEQID N°17 

Apres cette etape, 10 /xl du produit 
d' amplification sont pr61eves et utilises pour r6aliser 
une deuxieme amplification PCR dite "nich6e" avec des 

20 amorces situees & 1' inter ieur de la region deja amplifiee. 
Les cycles d 1 amplification PCR se deroulent sur 35 i 40 
cycles, avec une phase d • hybridation des amorces 
("annealing") £ 53 °C pendant 1 min., une phase 
d* elongation & 72°C pendant 1 a 2 min., et une phase de 

25 denaturation de l'ADN a 95°C pendant 1 min. La composition 
du melange react ionnel est le meme que pour 1' etape 
precedent e f a l^xeption de la RT-AMV qui n'y est pas 
ajoutee cette fois. 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 

30 sont les suivantes: 

amorce 5*, identifiee par SEQ ID N018 
S'TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3* 
amorce 3', identifiee par SEQ ID N019 
35 5 9 AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3' 
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La sequence d'un clone "MSRVlnPR" amplifi£ selon 
la technique sus-decrite avec les amorces PCR SEQ ID N016 
et SEQ ID N°17, puis SEQ ID N018 et SEQ ID HO 19 & partir 
d f ARN d'un liquide articulaire d'un patient atteint de PR 
5 est presentee dans la figure 19. Dans la figure 20, est 
represents l'alignement de la sequence du clone "MSRVlnPR" 
avec la sequence nucleotidique MSRV1 SEQ ID N01 du clone 
de r6f6rence obtenu chez des patients atteints de SEP. On 
peut, ici aussi, constater que les sequences provenant de 
10 PR pu de SEP sont signif icativement homologues* 

A ce jour, les autres sequences MSRV1 et MSRV2 
amplifies selon ces techniques PCR d partir 
d'6chanti lions de PR se sont aussi r£v£l£es identiques ou 
homologues aux sequences obtenues chez les patients 
15 atteints de SEP. 

Dans une s&rie de PCR MSRV-1 effectuee selon -la 
technique "RT-PCR" nested sus-decrite, on a obtenu les 
r£sultats pr6sent£s dans le tableau I annexe a la prSsente 
dscription. 

20 Le ggnome retroviral MSRV-l et le g6nome MSRV-2 

sont done bien retrouvfis dans les pr^levements de fluides 
biologiques de patients atteints de PR. D v autres resultats 
obtenus sur des s&ries plus gtendues confirinent ces 
resultats . 

25 Par ailleurs, la spfecificite des sequences 

amplifi£es par ces techniques PCR peut dtre v6rifi6e et 
6valu6e par la technique "ELOSA" telle que decrite par F. 
Mallet (22) et dans le document FR-2 663 04 0. 

Pour MSRV-l les produits de la PCR nich£e sus- 

30 d6crite peuvent etre testes dans deux systdmes ELOSA 
permettant de dfetecter separ6ment un consensus A et un 
consensus B + C + D de MSRV-l, correspondant aux sous- 
families d&crites dans l'exemple 2 et les figures 2, 3 et 
4. En effet, les sequences proches du consensus B + C + D 

35 sont retrouvfees essentiellement dans les echantillons 
d'ARN provenant de virions MSRV-l purififes a partir de 
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cultures ou amplifies dans des liquides biologiques extra- 
celluaires de patients PR ou SEP, alors que les sequences 
proches du consensus A sont essentiellement retrouv6es 
dans l'ADN cellulaire humain normal. 
5 Le systdme ELOSA/MSRV-l pour la capture et 

1 'hybridation specif ique des produits PCR de la sous- 
f ami lie A utilise un oligonucleotide de capture cpVIA avec 
une liaison amine en 5' selon une technique decrite dans 
le document FR-A-2 663 04 0, et un oligonucleotide de 
10 detection dpVIA couple £ la per oxydase selon une technique 
decrite dans le document FR-A-2 663 040 (ou eventuellement 
couple d la biotine) ayant respect ivement pour sequence: 

cpVIA 5 1 GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3' SEQ ID N047 
15 dpVIA 5' CAT CT I TTTGG I C AGG C A I TAG C 3» SEQ ID N048 

Le systdme ELOSA/MSRV-l pour la capture et 
1 'hybridation specif ique des produits PCR de la sous- 
famille B+C+D utilise le meme oligonucleotide de detection 
20 dpVIA couple & la peroxydase selon la technique 
precedemment decrite (ou eventuellement couple & la 
biotine) et un oligonucleotide de capture cpVlB avec une 
liaison amine en 5' selon la technique precedemment 
decrite ayant pour sequence: 

25 

cpVlB 5* CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3* SEQ ID N049 

Ainsi qu'on peut le voir dans le tableau I, une 
telle technique a ete appliquee aux produits PCR amplifies 

30 & partir des fluides biologiques de patients atteints de 
diverses maladies rhumatologiques : tous les patients 
atteints de PR qui presentaient une bande d'ADN amplifie 
de la taille attendue detectable sur gel d f agarose marqu6 
au BET, etaient positifs pour MSRV1 type B+C+D et 

35 negatif pour MSRV1-A; un seul temoin non-PR presentait une 
bande amplifiee visible sur gel marque au BET, d'une 
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taille apparemment correcte ; le produit PCR correspondant 
s'est avdrg nfegatif en ELOSA MSRV1-A et MSRV1-BCD, ainsi 
que 1' ensemble des produits PCR des autre temoins non-PR; 
aprds clonage et s£quengage de ce produit amplifie, il 

5 s'est avdr6 que celui-ci correspondait £ une sequence 
art6f actuelle sans rapport avec MSRV1. 

La technique ELOSA MSRV1 coupl6e Sl la RT-PCR 
nich6e dfefinie precedemment permet done de realiser un 
test de detection tres sensible et tres specifique d'un 

10 retrovirus MSRV 1 dans les fluides biologiques de 
patients. 

II est done aussi envisageable, grSce aux 
decouvertes effectuees et aux methodes mises au point par 
les inventeurs dans le cadre de la polyarthrite 

15 rhumatoXde, de r6aliser un diagnostic de 1' infection et/ou 
de la reactivation MSRV-1 et/ou MSRV-2 et d'evaluer one 
th6rapie dans la PR sur la base de son efficacite i 
n n€gativer" la detection de ces agents dans les fluides 
biologiques des patients. De plus, la detection pr&coce 

20 chez des personnes ne pr6sentant pas encore de signes 
rhumatologiques de PR, pourrait pennettre d'instaurer un 
trait erne nt d'autant plus efficace sur devolution clinique 
ulterieure qu'il pr6cederait le stade 16sionnel qui 
correspond & 1* apparition de l'atteinte articulaire. Or, & 

25 ce jour, un diagnostic de PR ne peut etre etabli avant 
1 1 installation d'une symp tomato log ie inf lammatoire voire 
16sionnelle et, done, aucun traitement n'est instaur€ 
avant l f emergence d'une clinique 6vocatrice d'une atteinte 
articulaire d€ja notable. 

30 Le diagnostic d'une infection et/ou reactivation 

de MSRV-1 et/ou MSRV-2 chez l'homme est done determinant 
et la presente invention fourni les moyens d f un tel 
diagnostic aussi bien dans le cadre d'une symptomatologie 
neurologique (SEP) ou rhumatologique (PR) associees, ou 

35 encore dans le cadre d'une infection/reactivation pre- 
symptomatique ou non-encore associee & une clinique bien 
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car act 6r is€e . 

II est ainsi possible, outre de realiser un 
diagnostic de !• infection et/ou de la reactivation MSRV-1 
et/ou MSRV-2, d"6valuer une thferapie dans la SEP, la PR ou 
tout autre symptomatologie clinique associee sur la base 
de son efficacitfe a "nfigativer" la detection de ces agents 
dans les fluides biologiques des patients. 
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TABLEAU I 

Rgsultats de la detection par PCR suivie d'une 
hybridation selon la technique dite ELOSA, des genomes 
MSRV-1 dans les fluides biologiques de malades atteints de 
PR et d'autres maladies rhumatologiques . 



Diagnostic 



Effectif 
test* 



Bchantillon 



Tteoin 
non-PR 
Rhumatolo- 
gique 



10 Milieu 
culture 
cellules LA 



RT-PCR 
Kichie 
MSRV-1 
(bande 
BET) 

10 - 

0 + 



ELOSA 
MSRV-1 
sous-type 
A 



10 - 
0 ♦ 



ELOSA 
MSRV-1 
sous -typo 
B 

(B+C+D) 

10 - 
0 + 



PR 



Temoin 
non-PR 
rhumatolo- 
gique 

PR 



Temoin 
non-PR 
rhumatolo- 
gique 



10 Milieu 
culture 
cellules LA 

8 Liquide 

articulaire 



Liquide 
articulaire 



Plasma 



5 - 

5 + 

a - 

0 + 

3 - 

2 + 

6 - 

1 + 



10 - 

0 + 

8 - 

0 + 

5 - 

0 + 

7 - 

0 + 



5 - 

5 + 

8 - 

0 + 

3 - 

2 + 

7 - 

0 + 



PR 6 Plasma 4 - 6 - 4 

2 + 0 + 2 

Teinoin 4 Cellules mono 4 - 4 - 4 

non-PR nuclees du 

rhumatolo- sang (culot 0 + 0 + 0 

gique sec) 

PR 2 cellules mono O - 2 0 

nuclees du 

sang (culot 2 + 0 + 2 

sec) 
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TABLEAU II 

Resultats de la detection par PGR suivie d'une 
hybridation selon la technique dite ELOSA, des genomes 
MSRV-2 dans les fluides biologiques de malades atteints de 
5 PR et d'autres maladies rhumatologiques. 



Diagnostic 



Effectif 
test* 



Echantillon 



RT-PCR 
Nichee 

MSRV-2 
(bande BET) 



REMARQUBS 



Temoin non-PR 
r huma t o log ique 



PR 



Temoin non-PR 
rhumato log ique 



Liquide 
articulaire 



Liquide 
articulaire 



Plasma 



4 - 

0 + 

1 - 
4 + 
4 - 
1 + 



patient 
positif 

polytransf use 



PR 



Plasma 



6 - 



2 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENE RALES: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIOMERIEUX 

(B) RUE: AUCUNE 

(C) VILLS: MARCY L ' ETOILE 
10 (E) PAYS: PRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: SEP EXTENSION 
15 (iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 38 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

20 (C) SYSTEMS D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patent In Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1158 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BR INS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 (Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 

40 GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAGGGATAGC 300 
CCCCATCTAT TTGGCCAGGC ATTAGCCCAA GACTTGAGTC AATTCTCATA CCTGGACACT 360 
CTTGTCCTTC AGTACATGGA TGATTTACTT TTAGTCGCCC GTTCAGAAAC CTTGTGCCAT 420 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AACTTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 480 

45 AAGGCTCGGC TCTGCTCACA GG AG ATT AG A TACTNAGGGC TAAAATTATC CAAAGGCACC 540 
AGGGCCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGCTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 600 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TGGCATAACA GGTTTCTGCC GAAAACAGAT TCCCAGGTAC 660 
ASCCCAATAG CCAGACCATT ATATACACTA A TT AN GG AAA CTCAGAAAGC CAATACCTAT 720 
TTAGTAAGAT GGACACCTAC AGAAGTGGCT TTCCAGGCCC TAAAGAAGGC CCTAACCCAA 780 

50 GCCCCAGTGT TCAGCTTGCC AACAGGGCAA GATTTTTCTT TATATGCCAC AGAAAAAACA 840 
GGAATAGCTC TAGGAGTCCT TACGCAGGTC TCAGGGATGA GCTTGCAACC CGTGGTATAC 900 
CTGAGTAAGG AAATTGATGT AGTGGCAAAG GGTTGGCCTC ATNGTTTATG GGTAATGGNG 960 
GCAGTAGCAG TCTNAGTATC TGAAGCAGTT AAAATAATAC AGGGAAGAGA TCTTNCTGTG 1020 
TGGACATCTC ATGATGTGAA CGGCATACTC ACTGCTAAAG GAGACTTGTG GTTGTCAGAC 1080 
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AACCATTTAC TTAANTATCA GGCTCTATTA CTTGAAGAGC CAGTGCTGNG ACTGCGCACT 1140 
TGTGCAACTC TTAAACCC 1158 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERISTIQUES OE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 297 pairea de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 

CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 

TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 

20 GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 

CCTTT G AACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
35 

GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC 60 
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG 85 



40 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

50 (Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60 
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT 86 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID MO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR : 85 pairea de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GTTCARRGA TAGCCCCCATC TATTTGGCCW RGYATTAGCC CAAGACTTGA GYCAATTCTC 60 
15 ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

20 (1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 pairea de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

30 GTTCAGGGAT AGCTCCCATC TATTTGGCCT GGCATTAACC CGAGACTTAA GCCAGTTCTY 60 
ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG 85 



35 



45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 111 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
40 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



GTGTTGCCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY CATCTMTTTG GYCWRGYAYT RRCYCRAKAY 60 
YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY RGSNAYTCTB KYCCTTYRGT ACATGGATGA C 111 



50 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



TCAGGCATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG 
10 ACCTG6ACAC TCTTGTCCTT CAGTACATGG 
CCTTGTGCCA TCAAGCCACC CAAGAACTCT 
TTTCCAAACC AAAGGCTCGG CTCTGCTCAC 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC 
15 TTCCCAGGTA CASCCCAATA GCCAGACCAT 
CCAATACCTA TTTAGTAAGA TGGACACCTA 
CCCTAACCCA AGCCCCAGTG TTCAGCTTGC 
CAGAAAAAAC AGGAATAGCT CTAGGAGTCC 
CCGTGGTATA CCTGAGTAAG GAAATTGATG 

20 



CATTAGCCCA AGACTTGAGT CAATTCTCAT 60 
ATGATTTACT TTTAGTCGCC CGTTCAGAAA 120 
TAACTTTCCT CACTACCTGT GGCTACAAGG 180 
AGGAGATTAG ATACTNAGGG CTAAAATTAT 240 
GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCCTCATC 300 
TTGGCATAAC AGGTTTCTGC CGAAAACAGA 360 
TATATACACT AATTANGGAA ACTCAGAAAG 420 
CAGAAGTGGC TTTCCAGGCC CTAAAGAAGG 480 
CAACAGGGCA AGATTTTTCT TTATATGCCA 540 
TTACGCAGGT CTCAGGGATG AGCTTGCAAC 600 
TAGTGGCAAA GGGTT 645 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 741 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 



CAAGCCACCC AAGAACTCTT AAATTTCCTC 
35 AAGGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA 
AGGGGCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TAGCATGATC 
ACAACCAAAA TAGCCAGACC ATTATATACA 
TATTTAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG 
40 CAAGCCCCAG TGTTCAGCTT GCCAACAGGG 
ACAGGAATCG CTCTAGGAGT CCTTACACAG 
TACCTGAATA AGGAAATTGA TGTAGTGGCA 
GNGGCAGTAG CAGTCTNAGT ATCTGAAGCA 
GTGTGGACAT CTCATGATGT GAACGGCATA 
45 GACAACCATT TACTTAANTA TCAGGCTCTA 
ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C 



ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 60 
TACTTAGGGT TAAAATTATC CAAAGGCACC 120 
ATACTGGGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 180 
AGGTTTCTGC CGAAAACAAG ATTCCCAGGT 240 
CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGCCAATACC 300 
GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA GGCCCTAACC 360 
CAAGATTTTT CTTTATATGG CACAGAAAAA 420 
GTCCGAGGGA TGAGCTTGCA ACCCGTGGCA 480 
AAGGGTTGGC CTCATNGTTT ATGGGTAATG 540 
GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTTNCT 600 
CTCACTGCTA AAGGAGACTT GTGGTTGTCA 660 
TTACTTGAAG AGCCAGTGCT GNGACTGCGC 720 

741 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

50 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AONc 

5 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT 60 
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC 93 

10 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ZD NO: lit 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 96 paires de bases 
15 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



20 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 



TTGGATCCAG TGYTGCCACA GGGCGCTGAA GCCTATCGCG TGCAGTTGCC GGATGCCGCC 60 
TATAGCCTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG 96 

25 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 748 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

TGCAAGCTTC ACCGCTTGCT GGATGTAGGC CTCAGTACCG GNGTGCCCCG CGCGCTGTAG 60 
40 TTCGATGTAG AAAGCGCCCG GAAACACGCG GGACCAATGC GTCGCCAGCT TGCGCGCCAG 120 
CGCCTCGTTG CCATTGGCCA GCGCCACGCC GATATCACCC GCCATGGCGC CGGAGAGCGC 180 
CAGCAGACCG GCGGCCAGCG GCGCATTCTC AACGCCGGGC TCGTCGAACC ATTCGGGGGC 240 
GATTTCOGCA CGACCGCGAT GCTGGTTGGA GAGCCAGGCC CTGGCCAGCA ACTGGCACAG 300 
GTTCAGGTAA CCCTGCTTGT CCCGCACCAA CAGCAGCAGG CGGGTCGGCT TGTCGCGCTC 360 
45 GTCGTGATTG GTGATCCACA CGTCAGCCCC GACGATGGGC TTCACGCCCT TGCCACGCGC 420 
TTCCTTGTAG ANGCGCACCA GCCCGAAGGC ATTGGCGAGA TCGGTCAGCG CCAAGGCGCC 480 
CATGCCATCT TTGGCGGCAG CCTTGACGGC ATCGTCGAGA CGGACATTGC CATCGACGAC 540 
GGAATATTCG GAGTGGAGAC GGAGGTGGAC GAAGCGCGGC GAATTCATCC GCGTATTGTA 600 
ACGGGTGACA CCTTCCGCAA AG CATTCCGG ACGTGCCCGA TTGACCCGGA GCAACCCCGC 660 
50 ACGGCTGCGC GGGCAGTTAT AATTTCGGCT TACGAATCAA CGGGTTACCC CAGGGCGCTG 720 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CCGGATGC 748 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 
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(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

20 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 14: 

GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG 20 



30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfiaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 15: 

GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
AG6A6TAA6 GAAACCCAACG GAC 23 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

{ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
TAAGAGTTGC ACAAGTGCG 19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: 24 nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
5 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(lx) CARACTERISTIQUES: 
10 (B) EMPLACEMENT: 5, 7, 10, 13 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G repr_sente l'inosine (i) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

15 GGTCGTGCCG CAGGG 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

20 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
30 TTAGGGATA GCCCTCATCTC T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

35 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
45 TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION OE LA SEQUENCE: SEQ 10 NO: 23 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24 

20 

GCGTAAGGAC TCCTAGAGCTA TT 22 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25 
TCATCCATGT ACCGAAGG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26 

50 

ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lingaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 

GCCGATATCA CCCGCCATGG 20 



IS (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

20 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28 

GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin€aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29 

CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 20 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 20 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 26 pa ires de bases 
10 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



15 



20 



30 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 26 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 
25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 6, 12, 19 

<D) AUTRES INFORMATIONS: G repr_sente I'inosine (i) 
35 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32 

CATCTCTTT G GGCAGGCAGT AGC 23 



40 2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

50 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33 

CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 24 
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2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34 
AGTGYTRCCM CARGGCG CTG AA 22 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 
20 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35 
GMGGCCAGCA GSAKGTCATC CA 22 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36 
GGATGCCGCCT ATAGCCTCTAC 20 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 
50 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



2731356 



74 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC 22 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38s 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 40 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT 40 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 
cf Figure 14 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: paires de bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

45 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
cf Figure 15 



50 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: AONc 

5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
cf Figure 16 



10 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

20 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42; 

cf Figure 19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; 43: 

25 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 43: 
35 cf Figure 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 44: 

40 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



45 



50 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 44: 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 45: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 45: 
CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 

10 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 46: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

20 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 46: 

TCTCCACTCC GAATATTCCG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 47: 

25 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 47: 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 48: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 48: 
CATCTITTTG GICAGGCAIT AGC 

50 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 49: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(0) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 49: 
CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 
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REVENDICATIONS 

1/ Utilisation d'un materiel viral, a l f etat 
purifife ou isolg, possedant une activite transcriptase 
inverse, apparent^ & une famille d' elements r^troviraux 
5 endogdnes, issu d'une souche virale possedant une activity 
transcriptase inverse, choisie parmi les souches d6nomm6es 
respectivement POL-2, deposee le 22 ,07. 1992 auprds de 
I'ECACC sous le num6ro d'accds V9 2 07 2 2 02, et MS7PG d6pos6e 
le 08.01.93 auprds de l^CACC sous le numero d'accds 

10 V93010816, et parmi leurs souches variantes consistant en 
des virus comprenant au moins un antigene qui est reconnu 
par au moins un anticorps dirig£ contre au moins un 
antigSne correspondant de l'un ou 1* autre des virus des 
souches virales POL-2 et MS7PG pr£citees, pour obtenir une 

15 composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique 
pour dfrtecter, prSvenir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral associ£ & la polyarthrite rhumatoide, ou 
une reactivation dudit materiel. 

2/ Utilisation d»un materiel viral, a l'6tat 

20 purifie ou isol€, possedant une activity transcriptase 
inverse, apparent^ k une famille d 1 elements rfetroviraux 
endogenes, produit par une lignfee cellulaire choisie parmi 
les lignees d&nomm&es respectivement PLI-2 deposee le 
22.07.1992 auprds de 1 1 ECACC sous le numdro d'acces 

25 92072201, et LM7PC deposee le 08.01.93 auprfes de 1* ECACC 
sous le numero d'acces 93010817, ou par toute culture 
cellulaire infectSe susceptible de produire un virus 
comprenant au moins un antigSne qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 

30 correspondant de l'un ou 1' autre des virus produits par 
les lign6es PLI-2 et LM7PC precitfees, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, 
pour dfetecter, prfevenir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral associe a la polyarthrite rhumatoide, ou 

35 une reactivation dudit materiel. 

3/ Utilisation d f un materiel viral dont le g£nome 
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comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , 

SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 leurs 
5 sequences complement a ires, et leurs sequences 
Equivalences, notamment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomferes contigus, au 
mo ins 50 % et pr6f erentiellement au moins 70 % d'homologie 
avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 

10 SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, 

SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences 
compl Omenta ires , pour obtenir une composition 
diagnostique, prophylactique ou thSrapeutique pour 

15 d6tecter, prevenir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral associe a la polyarthrite rhumatoide, -ou 
une reactivation dudit materiel. 

4/ Utilisation d'un materiel retroviral, dont le 
g£ne pol de son genome comprend une sequence nucleotidique 

20 equivalente, et notamment presentant au moins 50 % 
d'homologie, de preference au moins 65% d'homologie avec 
une sequence nucleotidique appartenant au g£ne pol du 
genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, 

25 pour d6tecter, pr6venir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral associe a la polyarthrite rhumatolde, ou 
une reactivation dudit materiel. 

5/ Utilisation d'un materiel retroviral dont le 
g£ne pol de son genome code pour une sequence peptidique 

30 presentant au moins 50%, et de preference au moins 70% 
d'homologie avec une sequence peptidique codee par le gene 
pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir 
une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, pour detecter, pr6venir ou traiter une 

35 infection par ledit materiel viral associe a la 
polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation dudit 
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materiel. 

6/ Utilisation d'un materiel retroviral dont le 
gdne pol de son genome code pour une sequence peptidique 
pr6sentant, pour toute suite contigue d'au moins 30 acides 
5 amines, au moins 50% et de preference au moins 70% 
d'homologie avec une sequence peptidique codee par une 
sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05 , 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09 , 

10 SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences 
compl6mentaires, pour obtenir une composition 
diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour 
dfetecter, pr6venir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral associe & la polyarthrite rhumatolde, ou 

15 une reactivation dudit materiel. 

7/ Utilisation d'un fragment nucl6otidique, dent 
la sequence nucieotidique comprend une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

20 SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N039, 

SEQ ID N042, SEQ ID N043 leurs sequences comp 1 Omenta ires , 
et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucieotidiques pr6sentant, pour toute suite de 100 
monomdres contigus, au moins 50%, et de preference au 

25 moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 
SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08 , 

SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs 
sequences compiementaires, pour obtenir une composition 
,30 diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour 
detecter, prevenir ou traiter une infection par ledit 
materiel viral associe d la polyarthrite rhumatolde, ou 
une reactivation dudit materiel. 

8/ Utilisation d'une amorce specif ique comprenant 

35 une sequence nucieotidique identique ou equivalente & au 
moins une partie de la sequence nucieotidique d'un 
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fragment d6fini a la revendication 7, notaimnent une 
sequence nucieotidique present ant, pour toute suite de 10 
monomdres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins 
une partie dud it fragment . pour 1 •amplification par 
5 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral 
associfi Ml la polyarthrite rhumatolde. 

9/ Utilisation selon la revendication 8, 
caractferis6e en ce que l 1 amorce comprend une sequence 
nuclSotidique choisie parmi SEQ ID N016, SEQ ID N017, 

10 SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, 
SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, 
SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, 

SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs sequences 
compl6mentaires . 

15 10/ Utilisation d'une sonde comprenant une 

sequence nucl€otidique identique ou equivalente £ au moins 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment 
d€fini h la revendication 6, notamment une sequence 
nucleotidique pr£sentant, pour toute suite de 10 monom&res 

20 contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins une 
partie dudit fragment pour obtenir une composition pour 
d&tecter, s€parer, ou identifier, dans un fichantillon 
biologique, un materiel viral associe a la polyarthrite 
rhumatoXde. 

25 11/ Utilisation selon la revendication 10 , 

caract6ris6e en ce que la sonde comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N016, 

SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, 

30 SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, 
SEQ ID N025, SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, 
SEQ ID N033, SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et 
leurs sequences complementaires . 

12/ Utilisation d'un agent pathogdne et/ou 

35 infectant, & l'6tat purifie ou isole, different du 
materiel viral defini a l'une quelconque des 
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revendications la 6, issu d'une souche virale choisie 
parmi les souches denommees respect ivement POL- 2, d€pos6e 
le 22.07.1992 auprds de 1 • ECACC sous le numero d'acc&s 
V92072202 et MS7PG deposee le 08.01.93 auprds de 1* ECACC 
5 sous le num€ro d'acc&s V9 3 0108 16, et par mi leurs souches 
variantes, consistant en des agents pathogenies et/ou 
infectants comprenant au moins un antigene qui est reconnu 
par au moins un anticorps dirig£ contre au moins un 
antigSne correspondant de I'un ou 1* autre des agents 

10 pathogdnes et/ou infectants des souches virales POL-2 et 
MS7PG precit&es, respectivement differents de l'un ou 
1' autre materiel retroviral desdites souches, pour obtenir 
une composition diagnostique, prophylactique ou 
thdrapeutique pour detecter, prfevenir ou traiter une 

15 infection par ledit agent pathogSne et/ou infectant 
associS & la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation 
dudit agent. 

13/ Utilisation d*un agent pathog&ne et/ou 
infectant, a l'dtat purifid ou isold, different <iu 

20 materiel viral d6fini & l'une quelconque des 
revendications 14 6, produit par une lignee cellulaire 
choisie parmi les lignees denommees respectivement PLI-2 
d£pos£e le 22.07.1992 auprds de 1' ECACC sous le num6ro 
d'accds 92072201 et LM7PC d§pos6e le 08.01.93 auprds de 

25 1 1 ECACC sous le nuro€ro d'accSs 93010817, et par toutes 
cultures cellulaires infectfees susceptibles de produire au 
moins l'un ou !• autre des agents pathogenes et/ou 
infectants, et/ou leurs variants, ou par toute culture 
cellulaire infectfee susceptible de produire un agent 

30 pathog&ne et/ou infectant comprenant au moins un antigdne 
qui est reconnu par au moins un anticorps dirigS contre au 
moins un antigdne correspondant de I'un ou 1' autre des 
agents pathogdnes et/ou infectants produit s par les 
ligndes PLI-2 et LM7PC prdcitees, pour obtenir une 

35 composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique 
pour dfetecter, prfevenir ou traiter une infection par ledit 
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agent pathogdne et/ou infectant associe a la polyarthrite 
rhumatoide, ou une reactivation dud it agent. 

14/ Utilisation d'un agent pathogdne et/ou 
infectant comprenant un acide nucleique comprenant une 
5 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, leurs 
sequences compiementaires, et leurs sequences 
6quivalentes, notamment les sequences nucieotidiques, 
pr6sentant au moins 70% et pr6f erentiellement au moins 90% 

10 d'homologie avec une sequence nucleotidique comprenant une 
sequence choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID N012 SEQ ID N04 0, SEQ ID N041, et leurs sequences 
compiementaires, pour obtenir une composition 
diagnostique, prophylactique ou th&rapeutique pour 

15 d6tecter, pr6venir ou traiter une infection par ledit 
agent pathogdne et/ou infectant associe a la polyarthrite 
rhumatoide, ou une reactivation dudit agent. 

15/ Utilisation d'un fragment nucleotidique, 
comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi 

20 SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012 , SEQ ID N040, 

SEQ ID N041, leurs sequences compiementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucieotidiques pr£sentant, pour toute suite de 100 
monomdres contigus, au moins 70%, et de preference au 

25 moins 90% d f homologie, avec une sequence choisie parmi 
SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, 
SEQ ID N041, et leurs sequences complementaires, pour 
obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique pour detecter, pr6venir ou traiter une 

30 infection par ledit agent pathogSne et/ou infectant 
associe & la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation 
dudit agent. 

16/ Utilisation d'une amorce comprenant une 
sequence nucleotidique identique ou equivalente & au moins 
35 une partie de la sequence nucleotidique d f un fragment 
d6fini a la revendication 15, notamment une sequence 
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86 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



caract6ris€e 
nucleotidique 
SEQ ID N015, 
SEQ ID NO3 0, 
SEQ ID N037, 



nucleotidique present ant, pour toute suite de 10 monomferes 
contigus, au moins 90% d'homologie avec au mo ins une 
partie dudit fragment, pour 1 • amplification par 
polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d«un agent pathogdne 
et/ou infectant associe a la polyarthrite rhumatolde. 

17/ Utilisation selon la revendication 16 , 
en ce quelle comprend une sequence 
choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, 
SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, 
SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046 et 
leurs sequences complementaires . 

18/ Utilisation d'une sonde comprenant une 
sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment 
selon la revendication 15, notamment une sequence 
nucleotidique pr6sentant, pour toute suite de 10 monomdres 
contigus, au moins 90% d' homo log ie avec au moins une 
partie dudit fragment, pour obtenir une composition 
diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour 
detecter, pr6venir ou traiter une infection par ledit 
agent pathogdne et/ou infectant associe a la polyarthrite 
rhumatolde, ou une reactivation dudit agent. 

19/ Utilisation selon la revendication 18, 
en ce qu'elle comprend une sequence 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 



caract6ris6e 
nuclfiotidique 
SEQ ID N013, 
SEQ ID N028, 
SEQ ID N035, 
SEQ ID N045, 



SEQ ID N014, 
SEQ ID N029, 
SEQ ID N036, 
SEQ ID N046 



SEQ ID N015, 
SEQ ID N030, 
SEQ ID N037, 
et leurs 



SEQ ID N027, 
SEQ ID N034, 
SEQ ID N044, 
sequences 



complement a ires . 

20/ Utilisation d'une association comprenant deux 
agents pathogSnes et/ou infectants, a l"6tat isoie ou 
purifie, & savoir, un premier agent qui consiste en un 
virus humain, poss6dant une activite transcriptase 
inverse, et apparent^ a une f ami lie d 1 elements rfetroviraux 
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endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
pathogdnes et/ou infectants etant issus d'une mdme souche 
virale choisie parmi les souches d^nommees respect ivement 
5 POL-2, deposee le 22.07.1992 aupres de 1 " ECACC sous le 
numfero d'accds V92072202 et MS7PG dfeposfee le 08.01.93 
aupres de l 1 ECACC sous le numero d'acces V9 3 0108 16, et 
parmi leurs souches variantes, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou thSrapeutique 

10 pour dfrtecter, pr€venir ou traiter une infection par un 
premier agent pathogdne et/ou infectant, et un second 
agent pathogdne et/ou infectant, associes a la 
polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation de l'un ou 
1» autre dudit premier agent et dudit second agent. 

15 21/ Utilisation d'une association comprenant deux 

agents pathogenes et/ou infectants, £ l'fetat isole -ou 
purifife, 3k savoir, un premier agent consistant en un virus 
humain possfedant une activitfe transcriptase inverse, et 
apparent^ & une famille d f 616ments retroviraux endogfines, 

20 ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un 
variant dudit second agent, ces deux agents pathogenes 
et/ou infectants 6tant produits par une meme lignee 
cellulaire choisie parmi les lign6es d6nomm6es 
respect ivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 auprSs de 

25 1 • ECACC sous le numero d'acces 92072201 et LM7PC deposee 
le 08.01.93 aupres de 1' ECACC sous le numfero d'acces 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infectees 
susceptibles de produire au moins l'un ou 1 9 autre des 
agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants, 

30 pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique 
ou thferapeutique pour detecter, prevenir ou traiter une 
infection par un premier agent pathogdne et infectant, et 
par un second agent pathogene et/ou infectant, associes & 
la polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation de l'un ou 

35 l 1 autre dudit premier agent et dudit second agent. 

22/ Utilisation d'une association comprenant deux 
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agents pathog&nes et/ou infectants, £ l'6tat isole ou 
purifie, & savoir un premier agent consistant en un virus, 
ou un variant dud it virus, dont le genome comprend une 
sequence nucieotidique choisie par mi SEQ ID N01, 
5 SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, 

SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences 
complement a ires, et leurs sequences equivalentes , 
notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour 

10 toute suite de 100 monomSres contigus, au moins 50% et 
pr6f6rentiellement au moins 70% d'homologie avec une 
sequence nucieotidique choisie par mi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, 

15 SEQ ID N039, SEQ ID N042 , SEQ ID N043, et leurs sequences 
complement a ires, et un second agent pathog&ne et/ou 
infectant, dont le g6nome comprend une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID NO 12, SEQ ID N040, SEQ ID N041, leurs sequences 

20 complement a ires, et leurs sequences equivalentes, 
notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour 
toute suite de 100 monomdres contigus, au moins 70% et 
pr6f6rentiellement au moins 90% d'homologie avec une 
sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N010, 

25 SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, et 
leurs sequences compiementaires, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique 
pour detecter, pr6venir ou traiter une infection par un 
premier agent pathogdne et/ou infectant, et par un second 

30 agent pathogdne et/ou infectant, associes a la 
polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation de l'un ou 
!• autre dudit premier agent et dudit second agent. 

23/ Utilisation d'une association de fragments 
nucleotidiques comprenant un premier fragment dont la 

35 sequence nucieotidique comprend une sequence nucieotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
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SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, 

SEQ ID N043, leurs sequences complements ires , et leurs 
sequences equivalentes, notammment les sequences 
5 nucl6otidiques prdsentant, pour toute suite de 100 
monom&res contigus, au mo ins 50% et de preference au moins 
70% d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

10 SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et 
leurs sequences compl6mentaires, et un second fragment 
dont la sequence nucleotidique comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID NO 12, SEQ ID N04 0, SEQ ID N041, leurs sequences 

15 complements ires , et leurs sequences equivalentes, 
notammment les sequences nucieotidiques present ant, pour 
toute suite de 100 monomdres contigus, au moins 70% et de 
preference au moins 90% d'homologie avec une sequence 
nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 

20 SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, et leurs sequences 
compiementaires, chacun desdits fragments etant notamment 
vine sonde, pour obtenir une composition diagnostique , 
prophylactique ou th6rapeutique pour de teeter, pr6venir ou 
traiter une infection par un premier agent pathogdne et/ou 

25 infect ant, et un second agent pathog&ne et/ou infectant, 
associes & la polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation 
de l'un ou 1' autre dudit premier agent et dudit second 
agent . 

24/ Utilisation d'une association comprenant un 
30 premier polypeptide code de maniere partielle ou totale 
par le premier fragment nucleotidique defini a la 
revendication 23, et un second polypeptide code de maniere 
pairtielle ou totale par le deuxieme fragment nucleotidique 
defini a la revendication 23, pour obtenir une composition 
35 diagnostique, prophylactique ou th6rapeutique pour 
de teeter, pr6venir ou traiter une infection par un premier 
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agent: pathog&ne et/ou infectant, et un second agent 
pathog&ne et/ou infectant, associes £ la polyarthrite 
rhumatoide, ou une reactivation de l'un ou 1' autre dudit 
premier agent et dudit second agent. 
5 25/ Utilisation selon la revendication 24, 

caract6ris£e en ce qu'elle comprend un premier ligand, 
notamment anticorps, sp£cif ique du premier polypeptide, et 
un second ligand, notamment anticorps, specif ique du 
second polypeptide, lesdits premier et second polypeptides 

10 6tant d€finis Sl la revendication 24. 

26/ Proc£d£ d'obtention d'un premier agent 
pathog&ne et/ou infectant selon l'une des revendications 1 
& 6 et/ou d'un second agent pathogdne et/ou infectant 
selon l'une des revendications 13 ou 15, associes 3l la 

15 polyarthrite rhumatoide, caract6ris6 en ce qu'on cultive 
in vitro des cellules de ponctions de liquide synovial 
notamment choisies parmi les synoviocytes et les 
fibroblastes desquam&s de liquide articulaire, de patients 
atteints de polyarthrite rhumatoide. 

20 27/ ProcfedS d'obtention d'un premier agent 

pathog&ne et/ou infectant selon l'une des revendications 1 
A 6 et/ou d'un second agent pathogSne et/ou infectant 
selon l'une des revendications 13 ou 14, associ&s a la 
polyarthrite rhumatoide, caracterisS en ce qu'on cultive 

25 in vitro des cellules lymphocytaires B immortalisSes par 
le virus d' Epstein-Barr , de patients atteints de 
polyarthrite rhumatoide. 
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M21 

F1G1 

^jggggtfSlGT TOOQCSflOG GQCJGMOOC UflSOQQCTQC #GnQQOQGA SO 



pal S9XH 
pol SHIH 

S£0 /jD NO iO 



fSXCECCSK^ *G0C3E3?CA TJQGMGRC^ OZ3nC3GQQC T3C S3 



FIGS 

TGWGOQCA GQQOOC1GAA G0CIMOG0G TQCRGTIQOC SO 
G3KIQOOG0C TMWXCICT *CX»IQGft3GA GCTSCTCMG CTIGSG 96 
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4/23 

CONSENSUS A FIG 4 

GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTTGGTCA GGTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTTC T C 60 
V G-P SSLWS GTGPR S * P u L c L c 
F R 0 S P H L F G Q V L A Q 0 L G H F S 
LGIAL ISLV.R YWPKI ATSQ 

AGGTCCAGGCACTCT GTTGCTTCAG 85 
RSRHS VPS 
GPGTL FLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 60 
VOG P PSIWP GTSSI LEPVL 
F R 0 S P H L F G Q A L A Q Y L S Q F S 
S G I A P I Y L A R H.LNT . ASSH 

&6 

ATACCT GGACACTCT TGTCCTTCGGT 
IPGHSCPS 
YLOTLVLR 
TWTLL SFG 

CONSENSUS C _ 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 60 
VOG P PSIWP GISPR L E 5 L _ 
F R 0 "s P H L F G Q A L A Q D L S 1 F S 
SGIAP IYLAR H.PKT . V N S H 

85 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 
IPGHS CPS 
YLDTL VLQ 
TWTLL S F 

CONSENSUS D 

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 60 

VOC L PSIWP GINPR LKPVL 

V . Q „ C n o \ u . e c. I A L T R 0 L S Q F S 



ASSH 



FROSS HLFGL AL 
SGIAP IYLAW H-PET 

g5 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTTGG 
IRGHS CPL 
YVDTL VLW 
TWTLL S F 
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S/Z3 

FIG 6 



rssxkrK naxaaaz Taraocii ggrsotka 

aagggcMCxnascsasJCMa^ 2S0 

300 



lCN »iMiAXXB^cooafir< 



GMaaxMA csaaaaK uoaflat 

GxgSBGBCA GACMOCROT mcraftMOA TCfifl33DC3A 

jiaxRGn» aoooos: xanaoc^cacnM«cc 



50 
100 
ISO 
200 



400 

450 
500 



600 



700 
741 
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6/ZS 

FIG 7 



TCAGG6ATAGOCOCCATCTATITGGCCAQGCATTAGCGCAAGAOTGACTC 
AATTCTCATACCTGGACACTCnxSXa^^ 

TACTOGOOOOTCAGAAAOCrrCTGOCATCAAGCCA^^CTCTT^ 

CTTTOCTCACrACCTCT^GGCrACAAGGmCCAAAOCAAAGG^GGCrCT 

GCTCACAGGAGATTAGATAC^GGGCrAAAATrATa^GGCAOCAGG 

GCOClCAlCTGAGGAAOCTATCCAGOCrATACTGKTIOT 
/^(XCTAAAGCAACTAAGAGGGTrCCrrGGCATAACAGGrrrTCr^OOGAAA 

^nCC^ACASCOCAATAG^ 

TraQCftACAQQGCAAGATTTrrcrTrATATQOCA^ 
ATAOCrSAfiTAAGSAAATrSCTCTASrQQCAAASQSrT 



SEQ ID NOB 
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1/Zi 
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10 20 30 8/23 40 SO <0 70 

***** " 
cocTTroccACTACATCAATTTTAa^cTAJiaGAA^ 

»FATT$ILCV«Kfl-CQ II*LVQEX.Ft> 
******* Tj MgJtnfli OF KSKV-1 POL * l*l_J*_* * * » * * * 

M 90 100 110 120 130 1*0 

* * " * * * 

jWATCAATC*cccTCTTcrTccrc»TACCCAGtTC» 

XX"IEAVVrl.T-*AV»»rTTVX.SQI-P> 
****** A TJUM**fIO« OF HSW-1 FOL * Ul - * » * * » * * 

150 1*0 170 MO ISO 200 210 

• • • * • * 

<n ofi TOS TTT ACA CTC CTC GftC CTT AN3 CAT OX TTT TTC TQC ATC OCT CTA OCT OCT CAC TCT 

«8A*%iFTVi.o*-KOArrci f v * r d s» 
- r * * - *« yt5rjttiai or wf-i pol • Iaj * — * — * — * — * — * — * — * 

230 230 240 290 240 270 200 

CAA TTC TTO TTT G0C TTT OA CRT OCT TTC AAC OCA AGO TCT CAA CTC ACC TOG ACTd3TT TTA OOC CAA CBS I 

QrtrA-r«©r l ■ r t « o t- t » t i v _ _ Q _ J 

290 200 210 220 130 340 350 140 

TTC AGO GMT MC CDC GMT CTA TTT OOC CM OCA TTA QOC CAA CMC TB *Cr CAA TTC TCA TAC CXQ CAC ACT 

r m • o »fii.rQ©;«ii.AO©i.«or*Y*.DT> 
r - - - - ■ ■ ■■■■■■■■■i or —r-ifoc* IA] A_^.— » A A_>— A. ^ 

m 300 XM 400 410 430 430 

— ZmaHac iaa gjbt oatUta ctt tta cbc cbc got tjca caa aoc tto tsoc cat caa ooc acc caa 
^ » r * a m n p g w ir fnrrnr~- or toor-i iol • T* 1 

400 430 400 470 400 400 500 

^ < ?^ J T *7 < S C *? J S C ???^ , "7^^r**?" a i. c o Q o> 
Ar^r r - or «r-i iol - m » a a -j-^o—a a -r> 

S10 S20 530 540 ^ ^ 

Y^?™^??^?*? 1 ??*? * x o » i 
_ji_t - - - ■ - QTMor-iiofc- W o a m—*—*. a a * 

900 990 400 420 420. 430 040 

- » * - * r r «— <ty — -i tou * i ai a « a a a a a. — r- 

490 000 470 400 490 TOO 710 720 

r - - - - ojorwo3>iioL* Ul a^w^a, a >> 

730 740 TOO 740 770 700 790 

* • * • • * *^ 

^^^"^"*T m *B*"? , r C OALKAAf.TQAFTr> 

_ru^ _^_- ■ - * Towtif j mni or iraf-l iol - Ul a^-j - *, ^a— a— a— * 

000 010 420 030 040 450 040 

♦ * - * - * 

AOC TTO OCA ACA OQO CAA CAT TTT TCT TTA TAT OOC ACA CAA AAA ACA CCA ATA OCT CTA GGA OTC CTT ACS 
4LrTC00r«I.TATBATCIAl»CVl.T> 

* * » m m * * ti MBxmai or tcsrv-i rot • w a • — * — » — a — a — * — * 

470 840 490 MO 910 920 930 

aCCTCTCAOOGATCAOCTOOUOrc 
QV$CMSLOrVVYLSKeiOVVAKC%*> 

> mm m m m m TRAMSUCTTOM OT KSRV-1 POL * l*A « • » » * * • * 

940 950 960 970 980 990 1000 

CCTCATWTTATaGGmATCGW«OT*0» 
FAXf-WVMXAVAVKVSCAVKI I QG*> 

******* TKAMSIATrGW OF MSftV-1 POL * |AJ A 41 A * » A *_» 

1010 1020 1030 1040 1050 1040 1070 1000 

• « • • • * 

CAT CTT MCT GTS TOS ACA TCT CAT CRT CTG AAC OOC ATA CTC ACT OCT AAA OGA CMC TIC TOS TTO TCA OAf? 
OLKVWTSHDVWCII.TAKCOLliUSO> 
******* T HAMSLATXOM OF KS-TV-1 POL • (Al • * * » • * * » 

1090 1100 1110 1120 U30 1140 1150 

• • « * * * " 

MC CAT TTA CTT AAN TAT CMS OCT CTA TTA CTT CAA CMS CCA CTC CTC VGA CTC OSC *CT *ET 
WHt#L XYOALLLEEPVLXLRTCATL> 

4 + a a a A * TRANSLATION OF HSRV-l POL * (A] a * «* d «* * * * 

AAA CCC 

— F fG 9 5£^7 ID NO 1 
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10 20 30 



40 9/13 



TCTUtfxrrrcaooGC ttgctcxsmctaggc ctcagtaccqgngtg 

50 60 70 80 90 

* * * * * 

QCCCGCGQQCTGTAG TTOCyWIXJTAGAAAGC GCCOC3GAAACACGCG 

100 110 120 130 

* * * * • 

GGACCAATCCGTCGC CAGCTTOOGOQOCAG CXXXTTOGTTOCX^ATr 

140 ISO 160 170 180 

* • * * * 

QQOCAGOQOCAOQOC GKEAIX^ACCCQOCAT GQQQQQQGgyS^aQQC 

190 200 210 220 

GAGOUH0OGOOBSC QGQ3CXXXX&TCTC A A 03 Ca 3C3C3CTOGTC 

230 240 250 260 270 

* * * * * 

tauxxnoaaoaac gwttooqcaogjwoc ujua i ix:iu> t iujA 

280 290 300 310 

* # • • 



GH*1W*XSJ1\AJC C3W9CMCTGC3CACAO GROIGOTUIOOCXG 

320 330 340 * 350 360 

* * * * * * 

CXTOXOOOOOIOCAft. GU9CM3CM3GOQGGT aJULaUVlUXJUCXC 

370 380 390 400 

* * * * 

oxaaxoKnoonsMT ccum.vixM s aa a z aworaxaoocKGAC 

410 420 430 440 450 

* * * • * 

ooacsxoocayoQOQC vixxvixjun snsbog awocnGooaauuaQc 

460 470 480 490 

* * * * 

XTTGQOGAGNXGGGT CM3COOCM03COCC GKIGOCASCRTOGC 

500 510 520 530 540 

* * * • * 

OC9CAOOLT1UAOOGC AxvjjIuGAGACQGAC ATTQOCATOGAGGAC 

550 560 570 580 

* * * * 

GGAATATTCGGAGTG GAGACGGAGGTGGAC GAAGCGCGOOGAATT 

590 600 610 620 630 

* * * * * 

CATCCGCGTATTCTA ACOGGTGACACCTTC CGCAAAGCATTCCGG 

640 650 660 670 

* * • * 

ACGTCCCCGATTCAC CCGGAGCAAOCCCOC ACGGCTGCGOGGGCA 

680 690 700 710 720 

* # * *■ *• 

GTTATAATTTCGGCT TACGAATCAACGGGT TACCCCAGGGCGCTG 

730 740 

* * 

AAGCXTATCG ^GTCC AGTTGCCGGATGC | 



FIG 10 

S£0 ID HO 12 
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FIG 14 

FIG14A 

GTCCTACCACAGGGGTTX^GGGATAG<nCCCATCTATTTGGCCTGACATTAACCCGAGAC 
TTAAGOCAGTTCTCATAOGTGGACA C ' ICI 1UUX1 1 1 O GTACGTGG ATG AC ATCCTGCTGG 
CCTCC 



FIG 14 B 



XO 20 30 40 SO 

* * * * * * * * * * 

HSRVlpol GTGCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTC CCCTGACATT 



0. i»l «t 280 290 | 300 | 310 | 320 

GTtttACCcC AaGGGTTCAG GGATAGCcCC CATCTATTTC CCCaGgCATT> 
•* **** * * ******** ******* ** ********** *** * **** 

CTCCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 

100 




0. 1»1 mt 330 | 340 | 350 | 360 | 370 

AgCCCaAGAC TTgAGtCAaT TCTCATACCT GGACACTCTT CTCCTTcaGT> 
* *** **** ** ** ** * ******** * ********** *** *** ** 
HSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACCT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 



HO 120 

* * * * 



KSBVlpol P ACGTGGATCA CATCCTGCTG GCCTCC 

0* j«pl «t 380 | 390 | 

ACaTGGATGA t t T « CT tl Ta Ct> 
•* ******* ***** 

HSRVlpol P -ACGTGGATCA CATCCT G CT G GC 



FIG14C 

NSRVlpol P GTGCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 

0. jnpl st | | 10 | 20 | 30 | 

GTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGgCATT> 



HSRVlpol P | GTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 

60 70 80 90 100 

• * ** ** ** ** 

HSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACCT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 

0. jmpl St 40 | 50 | 60 | 70 | 80 j 

AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGG > 

HSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGG | 



MSRVlpol P 



110 120 
* * ' * * * 

ACGTGGATCA CATCCTGCTG GCCTCC 



2731356 



F IG 15 



K/2S 



FIG15A 



GTGCTGCCOCAGGGCG<nX;AAGCCTATCGCGTGCAGTTGCCGGATGCXXK;CT 
GFGGATGACCTGCTGCTGGCCTCC 



HG15B io ,„ ,„ 40 so 

K CT CC T CC CCC AGGGCGCTGA ACCCTATOGC CTCCAGTTGC CCGATGCOGC 

O. 1*pl mt 710 1 720 1 730 1 740 1 

GgCCTaCCOC AGGGOGCTGA ACCCTATOGC GTGCAGTTCC CGGATCO 

mam » cxgcxgoooc agggogctga accctatccc ctgcagttgc cggatgc 

60 70 80 

* * * * * * 

MSKV3 PR CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 



FIG15C 



XO 20 30 40 50 

* * * * * * * * * • 

MSKV2 PR CTCCTCCCCC ACGGCCCTGA ACCCTATOGC GTGCAGTTCC CGCATGCCCC 

0. japl St 10 j 20 | 30 | 40 | 50 | 

CT G tT G CCaC ACGGCCCTGA AGCCTATCCC GTGCAGTTCC CGGATGCCGO 

KSRV2 PR CTCCTCCCCC AGGGCGCTCA AGCCTATCCC GTGCAGTTCC CGCATGCCGC 

60 70 80 

MSRV2 PR CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 



0. jmpl st 60 | 70 | 80 | 90 

CTATAGCCTC TACaTGGATG ACaTcCTGCT GGCCTCO 



KSRV2 PR 



CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 
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fr/zs 

GTAC5TTCGATGTAGAAAGCGCCCGGAAACACGCGGGACCAATG 
CGTCGCCAGCTTGCGCGCCAGCGCCTCGTTGCCATTGGCCAGC 
GCCACGCCGATATCACCCGCCATGGCCGCCGGAGAGCGCCAGC 
AGACCGGCGGCCAGCGGCGCATTCTCCAACGCCGGGCTCGTCG 

aatcattcgggggcgatttccccacgaccgcgatgctggttgg 

agagccaggccctggccagcaactggcacaggttcaggtaacc 

cctgcttgtccccgk:acccaacagcagcaggcgggtcggcttg 

tcgcgctcgtccgtgattggtggatccacaacgtcagccccga 

cgatgggcttcacgcccttgccacgcgcttccttgtagaagcgc 

accagcccggaaggcattggcgagatcggtcaagcgccaaggn 

sccccatgccatcittg<^ggcaggccttgacggcatcgtcgag 

acggacattgccatcgaccgacggaatattcggagtggagacg 

gaggtggacgaagcgcggcgaattcatccgcgtattgtaacgg 

gtgacaccttccccaaagcattccgggcgtgcccgattgaccc 

ggagcaaccccgcacggctgcgcgggcagttataatttcggct 

tacgaatcaacgggttaccccagggcgctgaagcctatcgcgt - 

gcagttgccggatgc 

FIG 16 
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10 20 30 40 50 60 

* * ** * * * * * * * * 

MSRV-2A TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAV 

660 I 670 | 680 | 690 | 700 | 

RSRV2cPR tcAAcGgGT TaCCcCAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGC> 

MSRV-2A GGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGC 



FIG 17 
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10 20 30 40 SO 

CTMTTOCAT CTACAAACOG CCOGGAAACA CCCCCCACCA ATCCGTCCCC 



60 



0. japl mt 60 



70 



ao 



90 



lOO 



C ACCTTCCCOC 

I - I 



lT CTACAAACOG CCCCCAAACA CCCCCCACCA ATC OC TO G CC ACCTTCOCCO 



CTA0TTOBAT CTACAAACOG CCOGGAAACA CCOCGGACCA ATGOGTOGCC ACCTTGOGCG 



K5XV2C n 



70 80 90 lOO 110 120 

CCACUUOCTC GTTCCCATTC GCCACCCCCA CCCCGATATC ACCCGCCATG C ^O fl CO flwiAC 



0. japl mt 120 



130 



140 



150 



160 



170 



TC CTTCCCATTG GCCACCCCCA CCCCGATATC ACCCCCCATC 

c pm ccttunGrr t c oi p goca ttg cccaccgcca cgcccatatc accccccatc cccs cccc ac 



ic cttcccattc cc c accgcca ogcogatatc 

III 



c n 



:c P* 



160 I 170 
t caCOcgceat CgOGCOOGA6> 



C AOCOGCCATG CCOBOOfl^i A C 



o. 




200 210 220 

C80COGOGCA TTCTCmAcgc CgGCO 



********** ********** ******•••• ***** * 

CACCOGOOCC CAiW.WKmdJA 



0. ympl mt 



200 



2A TTCTCCAAOG 

I ~ I 



!C PR 



220 



2 30 



190 20O 210 220 230 240 

• ** *• *• •* •* 

TCCCCACGAC OGOGATGCTG GTTGGACACC CACCCC C TC C OCACCA A CTC 



BATT TCXL.'OCAOCAC O G OG ATGCTG 

1 2S0 I 260 I 
BATT TOOgCAOOAC OGOGATGCTG 



270 I 280 I 290 | 
GTTGGACACC CAC CC C CTCC CCACCAACTG> 



0. ftmpX mt 240 

KSRV2C PR CCCCGOGATT TOC CCA OG AC OGOGATGCTG GTTGGACACC CACCCCCTCC CCACCAACTG 



250 260 270 280 290 30O 

KSRV2C PR GCAGACCrrC ACCTAACCCC TCCTTGTCCC CCCACCCAAC ACCAGCAGCC GCGTCCCCTT 

0. japX mt 300 | 310 | 320 | 
GCACACCTTC ACCTAACCCC gctTgtcCO 



MSRV2C PR GCACACCTTC ACCTAACCCC TCCTTGTCC 
91 mt I 320 



0. 3. 

HSRV2C PR 
MSRV2C PR 



330 



340 



350 



tqctTgtC CcgcaCCAAC AGCACCACCC GCCTCCCCTT> 
™ • * * ***** ********** •*•••••••* 

CTTCTCCC CCCACCCAAC ACCAGCAGCC GCGTCCCCTT 



310 320 330 340 350 360 

GTCCCCCTCC TCCCTCATTC GTCCATCCAC AACCTCACCC CCCACCATCG GCTTCACCCC 
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O. japl mt 360| 370| 

CTCCCCCTOC TCg*g*tTgC tg> 
**••**«**• ** * * 

MSRV2c PR CTCCCCCTOC TCCGTCATTC CT 



0. j«pl mt 
KSRV3C pm 



370 



380 



390 



400 



20/23 



mt tgCtgatCc* cACCTCACCC COCAOGATGC CCTTCACCCO 



TC CTCCA-^CCAC AACCTCACCC CCCAOGATGC CCTTCAOGCC 



MSKV2c Pm 
0 



370 380 390 400 410 420 

CTTCCCACGC GCTTCCTTCT JWCAACCCCAC CACCCCCCAA GGGATTGGCG ACATCCCTCA 



j*pl «410 

CTTCCCACGC 



l«o [' 

C GCTTCCTTCT 



430 |440 |4SO 

ACAnCCCCAC CAGCCCCaAg Gc*tTgG> 



KSDV2C Pm CTTCCCACGC GCTTCCTTCT ACA>COCCAC CACCCCCCAA GGCATTG 



0. japX «t: 
KSRV2C pm 



4S0 

agcgca CCAgCCcCAA CCCATTCCCC ACATCGCTCA> 




CCCCAC CACCCCCCAA GCCATTCGCC AGATOCCTCA 



MSKV3C pm 
0. J-Pl 



430 440 4SO 460 470 

* • *• • * * * * ' • 

ACOCCCAACC ■SCCOCATCC CATCTTTCCC CCCACCOCTT CACCCCATCC TOCACAOCC, i 



*t470 

^oycCmAjgC O 



ic pm agoccgaagi i 



0. j^pl mt 470 



490 



500 



5X0 



oqcqCcAiC gcgCCCATCC CATCTTTCCC GGCACcCtTg acgGO 



ACCCCCAJ 



O. japl mt 



AGO MCOOCAT O| CATCTTTCCC OCCmOQC CT T 




500 I 510 
atcTTtCg cCgcaCCCTT C ACC C C ATCC TCCACACCCA> 
** * • ••••• 

rrr caccccatcc tccaca<Lw««a 



490 500 
GACOBAi.**—* 



530 



0. St 530 

*caTtgCc*i 



540 




S50 



mnv3e Pm 



0. Japl mt 510 | 540 

C AJ I CCCA TC CACoacgGftA 



1 



MSmV3c Pm CATTCCCATC CA CCC ACCCA 



OCA ATATTCCCAC 

CftA tMt> I 
CCA ATA I 



520 S30 540 

WT6CACCAA CCGCOGCOAi 
560 I 570 



560 

co^ofldi< o fcm* A> 



CCTCCACCAA COUOUUOUAA 



550 560 570 560 590 600 

MSmV2c pm TTCATCCCCC TATTCTAACC CCTCACACCT TCOCCAAAGC ATTCOGGGCG TCCCCCATTC 

0. j«pl mt 590 600 610 | 620 | 630 | 640 | 

TT CA TCCCCC TATTCTAACC CCTCACACCT TCCgCAAACC ATTCCCCftCC TCCCCCATTC> 

MSRV2C PR TTCATCCCCC TATTCTAACC CCTCACACCT TCCCCAAACC ATTCCCCCCC TCCCCCATTC 



610 620 630 640 6S0 660 

*• * * • * * * * * * * 

HSRV2C PR ACCCCCACCA ACCCCCCACC CCTCCCCCCG CACTTATAAT TTCCCCTTAC CAATCAACCC 

0. j«pl «t 650 | 660 | 670 | 680 | 690 | 700 | 

ACCCCCACCA ACCCCCCACC GCTCOCCCCC CACTTATAAT TTCCCCTTAC GAATCAACCO 
MSRV2C PR ACCCCCACCA ACCCCCCACC GCTCOCCCCC CACTTATAAT TTCCCCTTAC CAATCAACCC 

670 680 690 700 



KSRV2C PR GTTACCCCAC CCCCCTCAAC CCTATCCCCT CCACTTCCCC GATCC 

0. jmpl st 710 | 720 | 730 | 740 | 

GTTACCCCAC CCCCCTGAAC CCTATCCCCT CCACTTCCCC CATCO 

MSRV2C PR GTTACCCCAC CCCCCTCAAC CCTATCCCCT CCACTTCCCC GATCC 
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CAGGGTATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGA 

CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTATA 

TGGATGATTTACTTTTAGTGACCCATTCAGAAACCTTGTGATGT 

CAAGCCACACAAGTGCrCTTAACTTTCCTCTTTACCTCTGGCTA 

CAAGGTTTTCAAACCAAAGGCTCAGCTCTGCTCACAGCAGGTT 

AAATATTTAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGGGCCCTCA 

GTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCTTATCTTCATCCCAAA 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTTCCTTGGCATAACAGGCTTCT 

GCTGAATATGGATTCCC AGGTTY GGTG AAATAGCC AGGCC ATT 

AAATACACTAATTAAGGAAACTCAGAAAGCCAATACCCATTTA 

GTAAGATGGACATCTGAAGCACAATCAGCTTTCCAGGCACTAA 

AGAAAGCCCTAACCCAAGCCCCAGTGTTAAGCTTGCCAACAGG 

GCAAGA Cl ' l ' l ' l ' C i ' I ' 1 A TATGTC AC AGAAAAAATAGGAATAGCTC 

TAGGAGTCCTTACACAGGTCTGAGGGACAAGCTTGCAACCCGT 

GGCATATCTGAGTAAGGARRCTGATGTAGTGGCAAAGGGTT 



FIG 19 
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FIG 20 



AUQVEKEHT SEQ ZD M*l ivec le clone PR SCQ ID N*n 

lO 20 30 40 SO 60 

* * * * * # • • •» 

MSKVlnn CACCCTATAC CCCCCATCTA TTTCGCCAGG CATTACCCCA AGACTTGACC CACTTCTCAT 

o. Mpi 290 loo lio I20 lao [40 I 

teaCCcATAO CCCCCATCTA TTTCCCCACC CATTACCCCA AGACTTGACC CAaTTCTCAT> 
MSWlaPK CACCCTATAC CCCCCATCTA TTTCCCCACC CATTACCCCA AGACTTGACC CACxTCTCAT 

70 80 90 lOO 110 120 

* * • • ** * • m m ## 

KSKVlan ACCTCCACAC TCTTCTCCTT CACTATATCG ATCATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 

o. ympi 350 ieo I70 iao Lo loo I 

C TCTTCTCCTT CAGTAcATGG ATCATTTACT TTTACTogCC OgTTCACAAA> 



ACCTCGACAC TCTTCTCCTT CACTATATCG ATCATTTACT TTTACTCACC CATTCAGAAA 

130 140 ISO 160 170 180 

* * * * • * * • * * « » 

CCTTCTCATC TCA A CCCACA CAACTCCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT CCCTACAACC 

0. im^l 410 420 430 440 450 460 I 

CCTTCTGCCA TCAACCCACc GAAG**CTCT TAACTTTCCT C&cTACCTyT OCCTACAAGG> 

CCTTCTCATC TCAACCCACA CAACTCCTCT TAACTTTCCT C1HA CCTCT CCCTACAACC 
190 200 210 220 230 240 



TTTTCAAAOC AAAGGCTCAC CTCT CC T CA C ACCACCTTAA ATATTTAGCG CTAAAATTAT 

o. fmfi 470 1m l»o loo lio I20 I 

TTTCCAAACC AAACCCTC9C CTCT CC T CA C AC0AC4TTAC ATAcTnACCC CTAAAATTAT> 



CTCT CC T CA C 

250 260 270 280 290 300 

* * *• * * * * * * 

KSKVlan CCAAACCGAC CA CCC OC C rC ACTCAGCAA C GTATCCAGCC TATACTCGCT TATCTTCATC 

0. *-pl 530 I40 450 $60 I70 IsO I 

CCAAACCGAC CACCCCCCTC ACTCAGCAAC CTATO CA CCC TATACTCGCT TATCcTCATC> 

MSKVlam CCAAACCCAC CA CCC CC CT C ACTCAGCAAC CTATCCAGCC TATACTCGCT TATCTTCATC 

310 320 330 340 350 360 

HSWlnlt CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGACGCTTCC TTGCCATAAC ACCCTTCTCC TGAATATGGA 

0. japl 590 6O0 610 620 630 640 I 

CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGCGTTCC TTGCCATAAC AGCtTTCTCC cCAA*Ac*GA> 

KSRVloPR CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGACGCTTCC TTGCCATAAC ACCCTTCTCC TGAATATGGA 



370 3SO 390 400 410 420 

KSRVloFR TTCCCACCTT YCGTCAAATA GCCAGCCCAT TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAG 

O. japl 6SO 660 670 680 690 700 | 

TTCCCACCT* caflCCCAATA CCCACaCCAT TAtATACACT AATTAnCCAA ACTCAGAAAG > 



2731356 



IS/IS 



HSRVlnPR 



TTCCCACCTT YCCTCAAATA GCGAGCCGAT TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAC 



«30 440 450 460 470 480 

** * * * * •* * * 

KSBVlnF* CCAATACCCA TTTACTAACA TCCACATCTC AAGCACAATC ACCTTTCCAC GCACTAAACA 

O. j«pl mt 



KSBVXnPK 



O. j«pl 710 720 730 

CCAATACCtA TTTACTAACA TGCAGAcCTa GMCmKgtqqC> 



i r •* •* 

I I AACCACAA 

730 740 



740 | 750 J 760 J 

ctaCAgAAgt gGCTTTOCAG GCcCTAAACA> 



AAGCACAATC ACCTTTCCAC GCACTAAACA 



MSXVlnPR 



CCAATACCCA TTTACTAACA TCCACATCTC AAGCACAATC 



O. japl mt 



AAGOCCTAAC 

; 770 I 



490 SOO S10 520 

CCAACCCOCA GTCTTAACCT TCOCAACACG 



780 



GTCTTAACCT TCOCAACACG GCAAGACTTT 

790 I 800 6X0 I 

GTCTTcAGCT TCOCAACACG CCAAGAtTTT 



530 540 
TCTTTATATC 



620 



AgGCOCTAAC CCAACCCOCA GTCTTcAGCT TCOCAACACG CCAAGAtTTT TCTTTATATC> 



AACOOCTAAC CCAAC C COCA GTCTTAACCT TCOCAACACG GCAAGACTTT TCTTTATATC 



5SO S60 
• • • * 

TCACACAAAA AATACGAATA 



A CCTCT A GCAC 
I 8 ?° I 



S70 S60 590 

• * * * • 

TOCTTACACA GGTCIGAGGG 



0. impX mt. 630 | 640 | 8SO | 660 | 670 

CC AC A CAAA A AAcACCAATA CCTCTAGCAC TCCTTACgCA CCTCTcACGC A1 

MSXVlaM TCAC A CA A A A AATACGAATA CC TCT A CCAC TOCTTACACA CCTCTCACCC ACAAGCRCC 




610 



620 



630 



640 



KSKVlnP* AACCOCTCGC ATATCTCACT AACCARRCTC ATCTACTCGC AAACCGTT 

0, japl at 890 900 | 910 920 930 

AACCOCTCGt ATAcCTCAGT AAGCAaatTG ATCTACTCGC AAAGGGTT> 



MSKVlnPft 



AACCOCTCGC ATATCTCACT AACCARRCTC ATCTACTCGC AAACCGTT 
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